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RESUMEN 
El combate químico es todavía la herramienta más empleada y efectiva en el 
manejo de la Sigatoka negra en banano. Sin embargo, existe mucho interés por 
incorporar el combate biológico, como parte de estrategias de manejo de la 
enfermedad más integrales y sostenibles. Para lograr lo anterior se requiere 
seleccionar, preferiblemente dentro de las mismas plantaciones, microorganismos 
con alta capacidad antagonista. Esta investigación se desarrollo con el objetivo de 
aislar  y seleccionar de plantaciones de banano, con diferentes formas de manejo, 
hongos con actividad quitinolítica y antagonista contra Mycosphaerella fijiensis,  
agente causal de la Sigatoka negra. 
Se tomaron muestras en plantaciones de fincas comerciales (con historial de alta y 
baja presión de la enfermedad), plantaciones orgánicas, parcelas testigo (con 
manejo convencional excepto que no se aplican fungicidas) y huertos mixtos 
(huertos caseros en los que las plantas de banano coexisten con otras plantas de 
interés agrícola ornamental o medicinal). En ellas se colectaron partes de hojas de 
banano, depositadas en el suelo, con lesiones maduras de la enfermedad, sobre 
las cuales se distinguía algún tipo de crecimiento de hongos diferentes de M. 
fijiensis. De estas lesiones se realizaron aislamientos en medio semiselectivo (con 
antibiótico, pobre en nutrientes y rico en quitina) para discriminar y seleccionar 
aquellos menos exigentes a condiciones nutricionales y con actividad quitinolítica. 
Se logró aislar un total de 196 hongos candidatos a agentes de combate biológico 
de M. fijiensis. La cantidad de aislamientos varió entre 13 y 39 por finca, con una 
tendencia a mayor frecuencia de candidatos en los huertos mixtos y las fincas 
orgánicas, el 39,8 % de todos los aislamientos presentó actividad quitinolítica. 
Los aislamientos seleccionados se cultivaron en un medio líquido mineral rico en 
quitina, durante 14 días, para promover la producción de los metabolitos 
secundarios (MSs), los cuales se separaron del material vivo por dos métodos: 
calor/presión (autoclavado) y filtración al vacio. Se preparó medio agar-agua con 5 
% de los MSs de cada aislamiento, el cual se vertió en platos de Petri, sobre los 
cuales, una vez endurecidos, se indujeron descargas de ascosporas desde 
 xv
 
lesiones maduras de la enfermedad. Los platos se incubaron por 48 horas a 27 °C 
y en la oscuridad y posteriormente, se evaluó el porcentaje de ascosporas no 
germinadas (NG), germinadas normalmente (GN), esporas con tubos cortos (≤ 5 
µm), con tubos distorsionados (C y D) y con tubos germinativos múltiples o 
ramificados (R). El experimento se estableció bajo un diseño de bloques 
completos al azar, con arreglo factorial (163 MSs de hongos x 2 métodos de 
extracción), para un total de 326 tratamientos con 5 repeticiones (cada repetición 
fue un plato de Petri). En cada repetición se evaluaron 50 ascosporas, para un 
total de 250 por tratamiento. La extracción por filtración permitió obtener 
metabolitos con mayor actividad inhibitoria (P≤ 0,0093), el autoclavado redujo la 
actividad in vitro de los MSs hasta en un 100 %. De los 326 tratamientos 
evaluados, 33 mostraron un efecto inhibitorio destacado sobre la germinación de 
ascosporas. El mayor efecto inhibitorio se observó en los aislamientos obtenidos 
de los huertos mixtos de San Carlos (SC). 
En invernadero se evaluó la eficacia biológica contra la Sigatoka negra de los 7  
MSs que mostraron mayor efecto inhibitorio in vitro sobre el patógeno: SC-19 
(Paecelomyces lilacinus), VE-05 (Penicillium sp.), SCQ-07 (Fusarium sp.), SC-03 
(no identificado), VMQ-02 (Fusarium sp.), LR-12 (Penicillium sp.), T-06 (probable 
Chalara sp.), los dos primeros identificados mediante técnicas moleculares (100 % 
y 99 % de homología respectivamente) y el resto por morfología de estructuras. 
Como referencia se utilizó el fungicida clorotalonil a 5.000 mg/L. Los tratamientos 
se distribuyeron dentro del invernadero en un diseño de bloques completos al azar 
con arreglo factorial (8 tratamientos x 2 momentos de aplicación: 24 y 96 horas 
después de la inoculación del patógeno), más un testigo absoluto. Cuando los 
MSs se aplicaron 24 horas después de la inoculación del patógeno no se 
observaron diferencias entre ellos (P≥ 0,5188), ni  entre los MSs SC-19, T-06 y 
SCQ-07 y el clorotalonil (P≤ 0,0368). Sin embargo, cuando los MSs se aplicaron 
96 horas después de la inoculación, no fueron diferentes del testigo absoluto (P≥ 
0,2087).  
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Los resultados obtenidos en esta investigación confirman el potencial del combate 
biológico como alternativa para el manejo integrado de la Sigatoka negra y la  
metodología desarrollada se convierte en una herramienta para el aislamiento y 
selección, en plantaciones de banano, de hongos antagonistas a M. fijiensis.  La 
implementación sistemática de la misma en diferentes nichos ecológicos, donde 
coexistan el patógeno y el hospedero, aumentaría las posibilidades de aislar y 
seleccionar hongos altamente promisorios. 
Palabras clave: metabolitos secundarios, métodos de extracción, identificación, 
conservación de microorganismos.  
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ABSTRACT 
The chemical control still be the most common and effective tool in the 
management of black Sigatoka in banana.  However, there is much interest in 
incorporating biological control as part of strategies for disease management more 
integrated and sustainable.  To achieve this requires selecting, preferably within 
the same plantations, antagonistic microorganisms with high capacity.  This 
research was developed with the aim of isolating and selecting banana plantations, 
with different forms of management, fungal chitinolytic and antagonistic activity 
against Mycosphaerella fijiensis, causal agent of black Sigatoka.  
 Samples were collected in plantations of commercial farms (with a history of high 
and low disease pressure), organic plantations, plots (with conventional 
management but do not apply fungicides) and mixed gardens (vegetable gardens 
where banana plants coexist with other ornamental plants of agricultural or 
medicinal).  They collected parts of banana leaves, placed in the ground with 
mature lesions of the disease, which was distinguished any different fungal growth 
of M.  fijiensis.  Of these injuries took place amid semi-selective isolates (with 
antibiotic, poor in nutrients and rich in chitin) to discriminate and choose the less 
demanding nutritional conditions and chitinolytic activity.  Was isolated a total of 
196 candidates fungal biological control agents of M.  fijiensis. The number of 
isolates varied between 13 and 39 per farm, with a tendency to increased 
frequency of joint candidates in gardens and organic farms, 39.8% of all isolates 
submitted chitinolytic activity.  
 The selected isolates were cultured in a liquid medium rich mineral chitin for 14 
days, to promote the production of secondary metabolites (SMs), which separated 
the living material by two methods: heat / pressure (autoclaving) and filtration 
empty.  Was prepared water-agar with 5% of the SMs of each isolate, which  
poured in Petri dishes, on which, once hardened, is induced discharge of 
ascospores from mature lesions of the disease.  The plates were incubated for 48 
hours at 27 ° C in the dark and then assessed the percentage of ungerminated 
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ascospores (NG), germinated normally (GN), spores with short tubes (≤ 5 ĩm), 
distorted tubes ( C and D) and with multiple or branched germ tubes (R).  The 
experiment design was established under a randomized complete block factorial 
arrangement (163 MSs Fungi x 2 extraction methods), for a total of 326 treatments 
with 5 repetitions (each repetition was a Petri dish).  Each iteration 50 ascospores 
were assessed for a total of 250 per treatment.  The filter extraction allowed to 
obtained metabolites with greater inhibitory activity (P ≤ 0.0093), the autoclaving 
reduced the in vitro activity of the MSS up to 100%.  Of the 326 treatments 
evaluated, 33 showed a prominent inhibitory effect on germination of ascospores.  
The greatest inhibitory effect was observed in isolates obtained from mixed 
orchards of San Carlos (SC).  
 In greenhouse biological efficacy was assessed against black Sigatoka 7 MSs that 
showed greater inhibitory effect in vitro on the pathogen: SC-19 (Paecelomyces 
lilacinus), EV-05 (Penicillium sp.) SCQ-07 (Fusarium sp.), SC-03 (not identified), 
VMQ-02 (Fusarium sp.), LR-12 (Penicillium sp.), T-06 (likely Chalara sp.), the two 
first identified by molecular techniques (100% and 99 % homology, respectively) 
and the remaining structures by morphology.  As reference was used fungicide 
chlorothalonil at 5,000 mg / L.  Treatments were distributed inside the greenhouse 
in block design randomized complete factorial arrangement (8 treatments x 2 
application times: 24 and 96 hours after inoculation of pathogen), plus an absolute 
witness.  When SMs was applied 24 hours after inoculation of the pathogen have 
not difference between them (P ≥ 0.5188), or between MSs SC-19, T-06 and SCQ-
07 and chlorothalonil (P ≤ 0, 0368).  However, when the SMs were applied 96 
hours after inoculation, the witness were not different absolute (P ≥ 0.2087).  
 The results obtained in this investigation confirm the potential of biological control 
as an alternative to the integrated management of black Sigatoka and the 
developed methodology becomes a tool for isolation and selection, banana 
plantations, fungi antagonistic to M.  fijiensis. The systematic implementation of it in 
different ecological niches, where coexist the pathogen and the host would 
increase the chances of fungal isolate and select highly promising.  
 xix
 
 Keywords: secondary metabolites, methods of extraction, identification, 
preservation of microorganisms.  
 
 1
1. INTRODUCCION 
La Sigatoka negra, causada por el hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis 
Morelet (anamorfo Pseudocercospora fijiensis), (Crous y Mourichon 2002), es la 
enfermedad de mayor importancia en el cultivo de banano (Stover y Simmonds 
1987, Mourichon et al. 1997, Marín et al. 2003, Pérez et al. 2003, Romero y 
Guzmán 2006). El patógeno infecta las hojas en sus primeras etapas de desarrollo 
y evoluciona rápidamente hasta la aparición de manchas necróticas, las que 
pronto coalescen, destruyendo las hojas (Meredith y Lawrence1969, Stover 1980,  
Fouré 1985, Marín et al. 2003).  
En ausencia de medidas de combate la enfermedad puede reducir la producción 
en un 100 %,  debido a que los frutos no alcanzan el peso y medidas requeridas 
para la exportación (Marín et al. 2003, Romero y Guzmán 2006). En presencia de 
medidas de combate, el mayor impacto de la enfermedad  se refleja en el riesgo 
de maduración prematura de los frutos (Mourichon et al. 1997, Marín et al. 2003, 
Romero y Guzmán 2006, Chillet et al. 2008). Este fenómeno puede ocurrir en el 
campo, pero principalmente durante el tránsito a los puertos de destino en Estados 
Unidos de Norteamérica, Europa y Asia. Los cultivares del subgrupo Cavendish, 
utilizados en las plantaciones comerciales para exportación, son altamente 
susceptibles a la enfermedad, razón por la cual se deben implementar estrictas 
medidas de manejo del problema (Meredith y Lawrence 1969, Mourichon et al. 
1997, Romero y Guzmán 2006) 
La aplicación aérea de fungicidas (combate químico), es la herramienta más 
empleada y efectiva en el combate de la Sigatoka negra en las plantaciones de 
banano (Stover 1980, Mourichon et al. 1997, Romero 1997,  Marín et al. 2003). Sin 
embargo, por su uso continuo y modo de acción específico, algunos de estos 
fungicidas han generado poblaciones del patógeno resistentes, lo que ha 
conllevado progresivamente, a aumentos en el número de aplicaciones (48 a 52 
ciclos promedio por año) y en el costo de combate de la enfermedad (hasta $2.200 
ha/año), con un mayor riesgo ambiental (Martínez y Guzmán 2005, Murillo y 
Guzmán 2005, Guzmán 2009 1). 
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Las normativas ambientales internacionales (ISO14001, Global Gap y Rain Forest 
Alliance), la legislación del país, los grupos ambientalistas y los consumidores, 
exigen una producción de banano con un menor impacto ambiental y un producto 
inocuo (Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 
2002, Laprade 2002, Izquierdo y Rodríguez 2006). Lo anterior requiere la 
búsqueda de estrategias de manejo de la enfermedad más integrales y 
sostenibles. Desde esta perspectiva, el combate biológico es una oportunidad y 
aunque en el caso de la Sigatoka negra,  ha sido poco explorado, existen buenos 
ejemplos de su potencial (Jiménez et al. 1985, Mercado y Mora 1990, González 
1995, González et al. 1996a y 1996b, Miranda 1996, Ruiz Silvera et al. 1997, 
Arango 2002, Ochoa 2002, Riveros et al. 2003, Navarro et al. 2004, Patiño et al. 
2006, Zualaga et al. 2007, Soto 2008), lo que ha faltado son estudios de campo 
rigurosos y continuos. 
Desde el punto de vista fitopatológico, el combate biológico es la reducción del 
inóculo o la actividad de un patógeno, por la acción de uno o más organismos 
(Blakeman y Fokkema 1982, Andrews 1990, Baker y Griffin 1995, Arauz 1998, 
Haggag y Mohamed 2007).  Arauz (1998) menciona que este se puede llevar a 
cabo por medio de la introducción de agentes biocontroladores específicos, o por 
medio del manejo del ambiente, para favorecer los organismos biocontroladores 
nativos. Un organismo biocontrolador puede ejercer su efecto antagonista de 
diversas formas que incluyen el parasitismo, la competencia por espacio y 
nutrientes y la antibiosis (Blakeman y Fokkema 1982, Andrews 1990, Baker y 
Griffin 1995, Arauz 1998, Haggag y Mohamed 2007). Riveros y Arciniegas (2003) 
consideran que el concepto de combate biológico debe extenderse además, a la 
utilización de productos naturales como feromonas, productos de fermentación 
controlada de cultivos de bacterias u hongos (moléculas tipo metabolitos 
secundarios o proteínas de bajo peso molecular), tés orgánicos (compostajes, 
lixiviados de lombricompost) y extractos de plantas con algún efecto biocida. 
La antibiosis es un fenómeno que está relacionado con la producción de 
metabolitos secundarios (compuestos orgánicos de bajo peso molecular), los 
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cuales abarcan una amplia gama de productos naturales con actividad biológica 
producidos por microorganismos. Estos  incluyen enzimas líticas, compuestos 
volátiles, sideróforos, toxinas, pigmentos y feromonas (Demain 1986, Fravel 1988, 
Baker y Griffin 1995, Calvo et al. 2002, Haggag y Mohamed 2007). En términos 
generales, los metabolitos pueden causar modificaciones en la morfología del 
organismo, cambios en algunos procesos fisiológicos, hasta la completa 
destrucción del organismo. Específicamente, a nivel celular, pueden causar  
vacuolación, granulación, coagulación, desintegración  y  lísis (Reilly et al. 1945, 
Fravel 1988, Stefanova et al. 1999, Calvo et al. 2002, Pontón 2008). 
Las bacterias son los principales grupos de microorganismos que se han evaluado 
como controladores biológicos de M. fijiensis. Entre los géneros más importantes 
estudiados están Pseudomonas sp. (Jiménez et al. 1985), Serratia sp. (Rodríguez 
1995, González 1995, Miranda 1996, Patiño 2006) y Bacillus sp. (González 1995, 
Miranda 1996, Riveros et al. 2003, Villalta  y Guzmán 2006). Los estudios con este 
último género se han orientado a la selección de microorganismos con capacidad 
para secretar enzimas hidrolíticas (glucanolítica y quitinolítica). Estas enzimas 
rompen los enlaces glucosídicos, hidrolizando el respectivo polímero en 
oligómeros y monómeros. Al actuar sobre los componentes principales presente 
en la pared celular del hongo, la quitina y el glucano, pueden causar su muerte por 
lisis (Sastoque et al. 2007, Pontón 2008).  
Una buena cantidad de estudios demuestran la producción de metabolitos 
secundarios por parte de hongos filamentosos, que inhiben in vitro la germinación 
de esporas y reducen el crecimiento de los fitopatógenos (Grossbard 1952, 
Mauchm et al. 1988, Cherif y Benhamou 1990, Sutton et al. 1997, Tarabily et al. 
2000, Zhang y Yuen 2000, Okumoto et al. 2001, Calvo et al. 2002, Ochoa 2002, 
Freeman et al. 2004, Huang et al. 2005). Sin embargo, son pocas las 
investigaciones orientadas a la utilización de metabolitos secundarios producidos 
por hongos filamentosos para el combate de la Sigatoka negra. De lo anterior se 
genera el interés por el  desarrollo de la presente investigación. 
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OBJETIVOS 
2.1. Objetivo general: 
Aislar y seleccionar de plantaciones de banano, con diferentes formas de manejo, 
hongos con actividad quitinolítica y antagonista contra Mycosphaerella fijiensis,  
agente causal de la Sigatoka negra. 
2.2. Objetivos específicos: 
1. Desarrollar una metodología para el aislamiento y selección preliminar de 
hongos con actividad quitinolítica provenientes de plantaciones de banano, 
como potenciales agentes de combate biológico de M. fijiensis. 
 
2. Seleccionar in vitro los aislamientos de los hongos que producen 
metabolitos secundarios con mayor actividad antagonista contra M. fijiensis. 
 
3. Evaluar en invernadero la eficacia biológica contra la Sigatoka negra, de los 
metabolitos secundarios que muestren mayor actividad in vitro contra el 
patógeno. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1Guzmán, M. 2009. Com. Pers. CORBANA S.A. 
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3. REVISIÓN DE LITERATURA 
3.1. Generalidades del cultivo de Banano  
El banano es una planta monocotiledonea del género Musa (Familia: Musaceae, 
orden: Zingiberales). Es una herbácea gigante, con psedatollo aéreo no lignificado 
que puede alcanzar más de 3 metros de altura (Champion 1986, Stover y Simonds 
1987, Soto 1992, Heslop-Harrison y Schwaracher 2007). Su centro de origen se 
ubica en el sur-este asiático (India a Polinesia) y su centro de distribución, se 
ubica en Malasia o Indonesia. Este es el cuarto cultivo más importante en los 
países en desarrollo, con una producción aproximada a las 100 millones de 
toneladas métricas, se siembra en todo el trópico húmedo y en los subtrópicos de 
las Américas, África y Asia (Stover y Simonds 1987, Robinson 1996, Heslop-
Harrison y Schwaracher 2007). 
Mundialmente son reconocidos más de cien cultivares, la mayoría de estos se 
derivan de cruzas inter e intraespecíficos entre dos especies silvestres diploides 
Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana (BB); de estos cruces surgen diploides, 
triploides y tetraploides.  Muchas de las musáceas domesticadas que son 
triploides (22n=3x=33), con una constitución de AAA (mayoría de banano dulce), 
AAB o ABB (mayoría pero no exclusivo de los plátanos y bananos de cocción), 
(Champion 1986, Stover y Simonds 1987, Robinson 1996, Heslop-Harrison y 
Schwaracher 2007). 
3.2. Estado actual de la producción bananera en Costa Rica 
Las regiones del país donde se produce banano en forma comercial para 
exportación son: Pococí (18,5 %), Siquirres (17,6 %), Matina (24 %), Guácimo (6 
%), Limón (9 %), Sarapiquí (14 %) y Talamanca (5 %), todas estas localizadas en 
la Vertiente del Caribe del país. El resto de la producción se localiza en el Pacífico 
Central y Sur de Costa Rica (CIB 2008). 
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Actualmente, la industria bananera está formada por un 40 % de productores 
nacionales y el otro 60 % lo constituyen empresas comerciales extranjeras que 
cultivan y exportan, tales como: Standard Fruit Co. (DOLE), Del Monte, Chiquita 
Brands y FYFEES (CIB 2008). Para el año 2007 la producción de banano 
representó un 7,7 % del total de exportaciones de Costa Rica y un 45 % de las 
exportaciones concernientes a la actividad agrícola, lo cual ubica al sector 
bananero como la principal actividad en este rubro en el ámbito nacional (CIB 
2008). Además, esta actividad fue la responsable de generar cuarenta mil empleos 
directos y aproximadamente ciento cincuenta mil indirectos (Sauma 2008). 
Así mismo, Sauma (2008) indica que el valor total de las exportaciones para el 
2007, superó los $660.000.000 (seiscientos sesenta millones de dólares) y que en 
este mismo año se registró un incremento en la producción bananera, con lo que 
se aumentó las exportaciones en aproximadamente 4 millones de cajas.  
En la actualidad Costa Rica es el tercer país exportador de banano a nivel 
mundial, con una exportación de más de 100 millones de cajas de 18,14 kg. Estas 
exportaciones permiten al país proveer el 18 % del banano total que se exporta en 
el mundo, el primer lugar lo ostenta Ecuador con una producción de 220 millones 
de cajas anuales (CIB 2008) 
3.3. Combate Biológico 
El combate biológico es la reducción del inóculo o la actividad de un patógeno, por 
la acción de uno o más organismos, incluyendo la planta hospedera y excluyendo 
al hombre (Blakeman y Fokkema 1982, Ocho 2002, Haggag y Mohamed 2007). En 
los últimos años el concepto se ha extendido a la utilización de productos 
naturales como productos de fermentación controlada de cultivos de bacterias u 
hongos (moléculas tipo metabolitos secundarios o proteínas de bajo peso 
molecular), tés orgánicos (compostajes, lixiviados de lombricompost) y extractos 
de plantas con algún efecto biocida (Riveros y Arciniegas 2003). Estas alternativas 
pueden desempeñar un papel importante en la protección de cultivos, si se maneja 
bajo el concepto de Manejo Integrado de Plagas (Blakeman y Fokkema 1982, 
Fravel 1988, Vargas y Wang 1999).  
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El combate biológico posee el potencial para reducir los daños causados por los 
patógenos (Blakeman y Fokkema 1982, Haggag y Mohamed 2007), pero algunos 
investigadores consideran que la disminución en el éxito de este tipo de combate, 
se debe a la falta de entendimiento de los procesos y relaciones que se presentan 
en los agroecosistemas donde se desarrollan (Vargas y Wang 1999). Además, es 
de suma importancia entender completamente la biología y ecología del agente de 
combate biológico, para que el control de la enfermedad sea exitoso (Papaviza 
1985, Andrews 1990). El combate biológico puede darse por mecanismos 
antagónicos (competencia por nichos o nutrimentos en el hospedero, 
hiperparasitismo, antibiosis e hipovirulencia) y no antagónicos (resistencia 
adquirida y protección cruzada) (Vargas y Wang 1999, Haggag y Mohamed 2007), 
aunque la gran mayoría de investigaciones se centran en los mecanismos 
antagónicos.  
3.3.1. Antibiosis como mecanismo de combate biológico 
La antibiosis es el fenómeno mediante el cual un microorganismo antagonista 
inhibe o destruye a un organismo por medio de la producción metabólica de 
pequeñas moléculas tóxicas, compuestos volátiles y de enzimas líticas. Estas 
últimas disuelven o dañan polímeros estructurales, como quitina y β 1-3-glucanos, 
de la pared celular en la mayoría de los microorganismos fitopatógenos (Fravel 
1998, Baker y Griffin 1995, Brodhagen et al. 2003).  
Haggag y Mohamed (2007) señalan que los antibióticos antifúngicos pueden 
actuar de dos formas, por efectos fungistáticos (no permite el crecimiento) o por 
efecto fungicida (elimina al patógeno). Los modos de acción incluyen: limitación de 
la formación de la pared celular o su degradación, inhibición o interferencia en la 
síntesis de proteínas y ADN, bloqueo de procesos metabólicos,  entre otros. 
 
3.3.1.1. Metabolitos secundarios 
Los metabolitos secundarios (idiolitos) son compuestos de bajo peso molecular 
especiales, los cuales no son esenciales para  el crecimiento del hongo en cultivos 
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puros, pero si tienen función para su sobrevivencia en la naturaleza. Dentro de 
estos se incluye a: micotoxinas, antibióticos, pigmentos, feromonas, fenoles y 
alcaloides (Demain 1986, Calvo et al. 2002, Haggag y Mohamed 2007). 
Demain (1986), señala que los cultivos de los hongos muestran dos fases 
diferenciadas, la primera donde se da el crecimiento del microorganismo 
(trofofase), y la segunda en donde se da la producción de metabolitos secundarios 
(idiofase). Para la idiofase existen mecanismos específicos que regulan el inicio de 
la síntesis de idiolitos, que incluyen la supresión de las fuentes de carbono, 
nitrógeno y fosfato y la inducción enzimática (Duffy y Défago 1999, Calvo et al. 
2002). Algunos de los idiolitos producidos in vitro son capaces de inhibir la 
germinación de esporas y el crecimiento de algunos hongos fitopatógenos. Los 
microorganismos capaces de producir este tipo de metabolitos son potenciales 
Agentes de Combate Biológico (ACB) (Grossbard 1952, Duffy y Défago 1999, 
Johnson y  DiLeone 1999, Chernin et al. 1995, Okumoto et al. 2001, Calvo et al. 
2002,  Freeman et al. 2004). 
3.3.1.2. Metabolitos secundarios en el combate de patógenos 
Los hongos son  uno de los principales grupos de microorganismos con la 
capacidad de producir sustancias antibióticas. Los efectos que pueden tener estas 
sustancias (metabolitos secundarios) resultan en cambios en la morfología de los 
organismos, en los mecanismos fisiológicos o en la completa destrucción del 
organismo (Reilly et al. 1945, Calvo et al. 2002).  
Pontón (2008) señala que la pared celular de los hongos está compuesta 
básicamente de polisacáridos (glucanos, quitina) y glicoproteínas (Figura 1). Al ser  
la pared celular una estructura esencial para los hongos, su eliminación o su 
malformación, tienen efectos negativos profundos en el crecimiento y la morfología 
de la célula fúngica, y puede causar su muerte por lisis. Este tipo de efecto  puede 
ser causado por enzimas como las quitinasas, glucanasas y proteasas (Calvo et 
al. 2002). 
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Wilkins y Harris (1944), en su compilación de estudios sobre hongos productores 
de antibióticos con efecto en patógenos, citan los trabajos de  Waksman y 
colaboradores (1941), quienes demostraron que actinomicetes antagonistas 
prevalecían y estaban ampliamente distribuidos en la naturaleza. De 244 
actinomicetos aislados y probados, 106 mostraron un efecto antagonista a Bacillus 
subtilis y 164 contra Staphylococcus aureus. Además, Alexopoulos (1941),  realizó 
experimentos para determinar que tan general era la producción de sustancias 
toxicas contra hongos por parte de actinomicetes, de un total de 80 actinomicetos 
probados, 45 inhibieron el crecimiento de Colletotrichum gloeosporoides. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Composición general de la pared celular de un hongo que muestra la presencia de 
proteínas y mananoproteinas, glucanos y quitina. Modificado de de 
http://aem.asm.org/cgi 
Wilkins y Harris (1944), citan una serie de estudios en producción de antibióticos 
desarrollados por ellos mismos (1942, 1943). En la primera investigación 
evaluaron 100 hongos, donde encontraron que el 40 % de especies de Aspergillus 
y 25 % de Penicillium mostraron resultados positivos contra Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas pyocyanea (P. aeruginosa); en la 
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segunda evaluación, estudiaron otros 100 hongos, en esta también encontraron 
que las aislamientos de Penicillium y Aspergillus fueron los más promisorios, de 33 
Penicillium evaluados, 12 mostraron actividad contra E. coli, 31 contra  
Staphylococcus aureus y 7 contra P. pyocyanea, mientras  de que el 50 % de las 
cepas de Aspergillus mostraron resultados promisorios para los patógenos 
evaluados. Además, del total de basidiomicetes y ascomicetes evaluados, el 30 % 
mostraron actividad antibiótica.  
Diversos estudios han demostrado que algunos aislamientos de los hongos 
Trichoderma y Clonostachys spp.  producen una variedad de metabolitos 
secundarios volátiles y no volátiles. Algunos de estos inhiben a otros 
microorganismos con los cuales nunca entran en contacto, estas sustancias 
inhibitorias son consideradas antibióticos volátiles. De los metabolitos antifúngicos 
mejor conocidos producidos por Clonostachys spp. son las gliotoxinas, viridina y la 
glioviridina  (Howel y Stipanovis 1983) mientras que la PPT para Trichoderma 
(Claydon et al. 1987) citados por Hjeljord y Tronsmo (1998). 
Chérif y Benhamou (1998) comentan que  aislamientos de Trichoderma spp. son 
eficientes productores de polisacaridasas, proteasas y lipasas, compuestos que 
pueden ser usados en la degradación  de la pared de las células del patógeno. 
Stefanova et al. (1999) estudiaron en este mismo hongo, su actividad metabólica y 
el efecto de estos metabolitos en cuatro fitopatógenos de suelo (Phytophthora 
nicotianae, Phytophthora capsici, Rhyzoctonia solani y Pythium spp.) y 
encontraron que los aislamientos de Trichoderma spp. producen metabolitos no 
volátiles con actividad antifúngica, los cuales redujeron el crecimiento de 
Phytophthora nicotianae y Rhizoctonia solani. 
En estudios realizados con 22 aislamientos de Trichoderma spp, se probó la 
producción de enzimas hidrolíticas (glucanasas y quitinasas) y el efecto de estas 
sobre M. fijiensis en condiciones in vitro y se encontró que ambos tipos de 
enzimas afectan el crecimiento del micelio del patógeno. El efecto inhibitorio  fue 
de un 31,53 % con glucanasas y en un 24,67 % con quitinasas a los 49 días 
(Ochoa 2002). 
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Michel et al. (2005) señalan que algunos aislamientos del hongo Trichoderma spp. 
por medio de la  producción de glucanasas y quitinasas, logra inhibir el crecimiento 
del micelio de Fusarium subglutinans  y F. oxysporum en un 34 y 27 %, 
respectivamente. Los mismos metabolitos secundarios lograron reducir el 
potencial reproductivo en la producción de conidios de los patógenos en un 95 y 
86 %, respectivamente. 
Quiroz et al. (2008), mediante enfrentamientos in vitro,  evaluaron la actividad 
antagonista de 22 cepas de hongos (Trichoderma y Aspergillus aislados de 
plantaciones de ajo) hacia Penicillium sp. y Fusarium spp., que afectan el cultivo 
del mismo. Del total de aislamientos evaluados, encontraron que 8 producían 
algún tipo de inhibición en el crecimiento de los patógenos. Los autores 
observaron que uno de los principales mecanismos de acción fue la antibiosis y 
describieron agrupamientos, deformación y lisis de conidios y de micelio. 
3.4. Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) 
La Sigatoka negra se identificó por vez primera en 1963 en la costa sudeste de Viti 
Levu (Islas Fiji) y la aparición de esta enfermedad en América Latina, se describió 
por primera vez en Honduras en 1972 (Stover y Dickson 1976, Stover 1980, 
Stover y Simmonds 1987, Marín et al. 2003), se cree que desde allí se diseminó 
por el resto de la región centroamericana (Stover 1980, Mourichon et al. 1997, 
Aguirre  et al. 2003, Marín et al. 2003). El agente causal de la enfermedad es el 
hongo ascomiceto Mycosphaerella fijiensis, Morelet. A esta enfermedad se le 
considera como el principal problema fitosanitario de las musáceas, ya que causa 
el mayor impacto económico en la producción mundial de banano (Meredith y 
Lawrence 1969, Jones 2000, Marín et al. 2003). 
La enfermedad ocasiona la pérdida prematura de gran parte de superficie foliar 
(incluso de toda la hoja), lo que conlleva a una disminución en la tasa fotosintética, 
que da como resultado retardos en la madurez fisiológica normal, racimos más 
pequeños de lo normal, dedos pequeños y angulares, y una maduración 
prematura antes de la cosecha. Además, la Sigatoka negra retrasa el crecimiento 
vegetativo de la planta y sus hijos y el promedio de emergencia de hojas nuevas 
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(Stover y Simmonds 1987, UPED 1992, Mourichon et al. 1997, Marín et al. 2003, 
Guzmán 2006, Romero y Guzmán 2006, Chillet et al. 2008).  
Mycosphaerella fijiensis se disemina por el aire y se propaga principalmente en las  
regiones de las tierras bajas, donde se cultiva el plátano y el banano (Kitume 
2002). La incidencia y severidad de la enfermedad se ven condicionados por las 
interacciones que existan entre patógeno y los factores climáticos como humedad 
relativa, temperatura y precipitación y la susceptibilidad del cultivar (Stover 1980, 
Marín et al. 2003). 
3.4.1. Etiología  
En las plantaciones se pueden encontrar tanto la fase imperfecta (asexual) como 
la fase perfecta (sexual) del hongo (Mourichon et al. 1997, Ortiz et al. 2001, Marín 
et al. 2003). La fase imperfecta (Pseudocercospora fijiensis) aparece en lesiones 
jóvenes (estadios 2, 3 y 4 de la enfermedad) y se disemina por medio de 
estructuras de reproducción llamadas conidios (Figura 2). Según Guzmán (2003) 
los conidios se producen más abundantemente durante periodos de alta humedad, 
sobre todo si una película de agua libre está presente sobre la hoja, además, este 
indica que los conidios se dispersan por medio del salpique de la lluvia y el 
escurrimiento del agua por la superficie de la hoja, por lo que este proceso se 
asocia principalmente con infecciones a corta distancia, entre las hojas de la 
misma planta, de la planta madre a los hijos y entre plantas cercanas. 
La fase perfecta M. fijiensis aparece en el centro de las lesiones, a medida que se 
van secando las estructuras de reproducción llamadas pseudotecios, los cuales 
contienen ascas con ascosporas. Las ascosporas son liberadas y trasladadas por 
el viento a cientos de kilómetros de distancia, por lo que son la principal forma de 
dispersión a largas distancias (Stover 1980, Ortiz et al. 2001, Guzmán 2003).  
Los conidios y las ascosporas infectan la hoja vía estoma y estos son más 
abundantes en la superficie abaxial de las mismas (Lorenzo et al. 1978, Flores et 
al. 1985, Guzmán 2003), por cada estoma que haya en el haz se encuentran tres 
a seis en el envés. Guzmán (2003) menciona que, para germinar e infectar el 
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tejido tanto conidios como ascosporas, requieren una alta humedad relativa (92-
100 %) para conidios y (98-100 %) para ascosporas, y de temperaturas que 
oscilen en un rango de 26,5-28 °C . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Ciclo de infección de Sigatoka negra. Modificado de Mourichon et al. (1997). 
Romero (1996) menciona que varios factores epidemiológicos hacen difícil el 
control de la enfermedad y dentro de estos menciona, los numerosos ciclos de 
reproducción sexual durante el año, la alta producción de inóculo y la alta cantidad 
de infecciones en la parte abaxial de las hojas nuevas, durante su apertura. El 
problema se agrava debido a su posición y ángulo de inserción, por lo que esta 
hoja recibe menor cantidad de fungicida.  
3.4.2. Desarrollo de los síntomas de la Sigatoka negra 
Después de la germinación de las ascósporas y la penetración de las hifas por los 
estomas de las hojas, se han reconocido seis estados de los síntomas de la 
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enfermedad: tres de raya, una de transición y dos de mancha (Meredith y 
Lawrence1969, Fouré 1985, Marín et al. 2003).   
En el estado 1, aparecen pequeñas puntuaciones de color amarillo pálido de 0,25 
mm de diámetro que son visibles por el envés de la hoja; en el estado 2 los puntos 
se alargan como rayas de 1 mm de ancho por 2 mm de largo, generalmente de 
color castaño y son visibles por el haz. El estado 3 se caracteriza por que las 
rayas se alargan hasta alcanzar 20-25 mm de longitud y 2 mm de ancho, además, 
toman una coloración marrón oscuro y son visibles sobre el envés como rayas 
amarillas. En el estado 4, sobre el envés, las rayas se ensanchan, se tornan de un 
color marrón oscuro y son rodeadas por una zona amarilla pálida, este puede 
considerarse el primer estado de mancha. En el estado 5 los centros de color 
negro de las manchas empiezan a colapsarse, mientras rodean el tejido con  un 
halo amarillo y finalmente el estado 6 se caracteriza por que los centros de las 
manchas secas se tornan color gris claro y son rodeadas por un anillo negro bien 
definido, el cual también es rodeado por un halo amarillo (Fouré 1985, Manzo 
2001, Marín et al. 2003). 
3.4.3. Combate químico, cultural y genético de la Sigatoka negra  
Romero (1997) comenta que la principal estrategia de combate de la Sigatoka 
negra en  plantaciones comerciales de banano es mediante el uso de fungicidas. 
Sin embargo, estos han perdido buena parte de su efectividad, por el desarrollo de 
resistencia en el patógeno (Stover 1980, Sánchez et al. 2002, Romero 2006, 
Guzmán 2006). 
La Sigatoka negra ha causado gran incertidumbre sobre el futuro de la producción 
de bananos y plátanos. La compleja naturaleza de este patógeno le brinda un alto 
potencial de adaptación a nuevas condiciones climáticas, fungicidas y genotipos 
de huésped (Manzo 2001, Guzmán 2000). Esto ha quedado demostrado ante la 
acelerada pérdida de la eficiencia de algunos productos químicos usados para su 
combate, como benzimidazoles, triazoles y estrobirulinas (Guzmán et al. 2000). 
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Según Marín y Romero (1998), los fungicidas utilizados para el combate de la 
Sigatoka negra se clasifican en tres categorías, con base en su modo de acción: 
fungicidas de contacto o protectantes, de acción sistémica local y fungicidas 
sistémicos. En cuanto a los fungicidas protectantes (macozeb y clorotalonil), estos 
son utilizados en rotación y mezcla con fungicidas sistémicos (benzimidazoles, 
triazoles, aminas y QoI´s), y por lo general son aplicados en emulsiones con aceite 
mineral (Romero 2006). 
Murillo y Guzmán (2007) indican que para el año 2006 en Costa Rica la forma en 
la cual se compensó la  pérdida de sensibilidad del hongo a los fungicidas 
sistémicos, mediante una estrategia de manejo químico basada en la utilización de 
triazoles en mezcla con tridemorph y en  aplicaciones de mancozeb, en intervalos 
cortos y a dosis altas de hasta 1.500 g i.a/ha por aplicación. 
El combate cultural es parte del manejo integrado de la enfermedad y un 
importante complemento, del combate químico. El objetivo del combate cultural es 
reducir la presión de inóculo en las plantaciones, evitar condiciones favorables 
para el desarrollo de la enfermedad e incrementar el vigor de las plantas (Orozco-
Santos et al. 2006, Arauz 1998).  
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En el caso de la Sigatoka negra, el combate químico debe ser apoyado con 
prácticas de cultivo que permitan reducir las aplicaciones de fungicidas, los costos 
de producción y la contaminación (Marín y Romero 1992, Marín et al. 2003, 
Orozco-Santos et al. 2006). 
Guzmán y Villalta (2006) señalan que el combate cultural de Sigatoka negra, 
consiste principalmente en la eliminación selectiva del tejido foliar enfermo por 
medio de la deshoja sanitaria y sus variantes: despunte, cirugía y  deslaminado. 
Por otro lado, Orozco-Santos et al. (2006) comentan que además de la reducción 
de fuentes de inóculo existen prácticas  de manejo que consisten en reducir las 
condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad, estas prácticas 
incluyen: manejo de la densidad de siembra, sistemas de drenaje, control de 
malezas, fertilización química, fertilización biológica (micorrizas y bacterias del 
género Azospirillum)  y combate de nematodos. 
Para el caso de la Sigatoka negra, otro tipo de combate de la enfermedad es la 
búsqueda de variedades resistentes, principalmente para los pequeños 
productores a los que se les dificulta la implementación del combate químico, por 
el alto costo de este (Mourichon et al. 1997, Marín et al. 2003). Según Mourichon 
et al. (1997) para introducir la resistencia a la enfermedad, los programas clásicos 
de mejoramiento se basan en la utilización de especies silvestres de Musa como 
M. acuminata ssp. burmannica, ssp. malaccensis y ssp. siamea y en cultivares 
diploides como Paka (AA) y Pisang lilin (AA). Además, estos comentan que aún no 
se ha conseguido crear un banano postre de tipo Cavendish resistente a Sigatoka 
negra, aunque si se han identificado tres tetraploides de la Fundación Hondureña 
de Investigación Agrícola, FHIA: 01, 02 y 03, los dos primeros plátanos postre y el 
tercero plátano de cocción.     
3.4.4. Combate biológico de Sigatoka negra 
De manera general, el combate biológico de enfermedades foliares, ha sido poco 
estudiado. No obstante, debido a los problemas ecológicos y toxicológicos que se 
derivan del uso de compuestos químicos, es indispensable investigar a fondo otras 
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alternativas como el combate biológico y con esto lograr un manejo de la 
enfermedad más amigable con el ambiente y con menor riesgo para la salud.    
La germinación de las esporas de M. fijiensis ocurre en 2-3 horas y el tubo 
germinativo de este tarda de 46-72 horas en penetrar el estoma (Stover 1980). En 
este lapso de tiempo el hongo está expuesto y es más susceptible a cualquier 
mecanismo de combate biológico, donde se pueden destacar la competencia por 
espacio o nutrientes, parasitismo y la antibiosis (Jiménez y Ramírez 1987).   
Jiménez et al. (1985) aislaron bacterias epífitas de hojas de banano y probaron el 
antagonismo de estas sobre M. fijiensis in vitro e in vivo. De 225 aislamientos de 
bacterias, 12 presentaron un efecto antagonista hacia el patógeno, 3 de estas 
correspondieron al género Pseudomonas sp. En las pruebas en invernadero este 
antagonista detuvo el desarrollo del hongo, y fue superior en control al testigo 
comercial (clorotatalonil), el cual presentó un 25 % de infección.   
Mercado y Mora (1990) aislaron fitoalexinas en hojas de banano atacado por la 
enfermedad. En las hojas enfermas encontraron una sustancia que estaba 
ausente en las hojas sanas, después de varias pruebas lograron corroborar que se 
trataba de una fitoalexina con propiedades antibióticas que se sitúa en el grupo de 
metabolitos secundarios y con potencial para el combate de M. fijiensis.  
Esquivel (1992) investigó sobre las características morfológicas y taxonómicas de 
algunos hongos hiperparásitos de M. fijiensis y logró identificar 72 hongos a nivel 
de género y especie, la mayoría saprófitos. De estos solo cinco  fueron 
hiperparásitos de M. fijiensis y el más común fue Hansfordia pulvinata,  que se 
asocia a la fase imperfecta del patógeno. 
González (1995) realizó una búsqueda de microorganismos quitinolíticos 
antagónicos a M. fijiensis y evaluó su eficiencia bajo condiciones de campo. Logró 
aislar 120 microorganismos quitinolíticos de plantas de Gran Enano, de los 4 
aislamientos más promisorios en laboratorio dos fueron identificados como 
Serratia marcescens, un Bacillus sp. y una Serratia entomophyla. En condiciones 
de invernadero los microorganismos fueron tan eficaces como los fungicidas. En 
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campo, se observó un control de 40,1 % con los microorganismos y de un 60 % 
con de los fungicidas con respecto al testigo. 
Se ha evaluado el efecto de sustratos foliares sobre bacterias antagonistas a 
Mycosphaerella fijiensis en banano (Ruiz 1995),  y se ha observado en 
condiciones de laboratorio  que sustratos como la leche  y la melaza presentaron 
un efecto positivo sobre el crecimiento de los antagonistas a M. fijiensis.  Lo 
mismo se observó en las pruebas en casa malla, encontrando que la mejor 
combinación para el combate de la enfermedad fue melaza + Serratia 
marcescens. Sin embargo, en las evaluaciones en campo no se detectaron 
diferencias estadísticas entre los tratamientos con sustratos y el testigo sin 
protección.  
Gutiérrez (1996) estudió la capacidad de cuatro bacterias (Serratia marcescens, 
Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens y P. cepacia), un hongo (Trichoderma 
harzianum) y un inductor químico (KH2PO4 y K2HPO4), para inducir resistencia a 
M. fijiensis y promover el crecimiento de plantas de banano. Para esto estableció 
dos experimentos; en el primero aplicó suspensiones de las bacterias y el hongo  
a la rizosfera de la planta y esto lo combinó con aplicaciones aéreas con las sales 
de fosfato,  El segundo, aplicó los mismos microorganismos en tres sustratos 
(bagazo, cachaza y broza). El autor informó que ni las suspensiones de las 
bacterias y el hongo de los microorganismos, ni las sales de fosfatos, lograron 
inducir el crecimiento de la planta ni la resistencia. En cuanto a los sustratos, estos 
lograron  promover el crecimiento solamente en la variable área foliar e indujeron 
algún grado de resistencia en la planta, sin embargo, el porcentaje más bajo de 
infección correspondió al tratamiento con el fungicida Tilt (propiconazole) (testigo 
comercial). 
Vega (1996) evaluó en campo el efecto de Serratia marcescens sobre Sigatoka 
negra y utilizó como indicadores las variables: hojas por planta (H/P), hoja más 
joven enferma (HMJE), hojas infectadas (Hl) y promedio ponderado de infección 
(PPI). El número de H/P en el tratamiento (8,0) fue mayor que en el testigo (5,1), la 
posición de la HMJE en el testigo estuvo en la hoja 3,7 mientras que en el 
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tratamiento, estuvo en la hoja 7,4 o sea en las hojas más adultas. El número de Hl 
en el tratamiento fue de 0,6 y en el testigo este valor ascendió a 1,4. El PPI en la 
parcela testigo fue de 1,8 mientras que en el tratamiento dicho valor fue menor 
(0,49). Los resultados obtenidos mostraron una efectividad del 50 por ciento de la 
Serratia marcescens en el control de la Sigatoka negra. 
Miranda (1996) estudio la acción antagonista de algunos microorganismos sobre 
M. fijiensis, ya sea colocadas en el interior de la planta mediante un método de 
inoculación endofítica, o en el exterior de la misma a través del uso de algunos 
coadyuvantes. No se encontró efecto de los coadyuvantes sobre la multiplicación 
de los microorganismos antagonistas. Además, Serratia marcescens mostró 
niveles más bajos de la enfermedad, pero no hubo diferencias significativas con 
respecto al testigo para la reducción del número de pizcas producidas por el 
patógeno.   
Eguez (2000) evaluó el efecto de los microorganismos eficientes (E.M) para el 
combate biológico de la Sigatoka negra en Bolivia. El autor encontró que para los 
parámetros evaluados, grado de infección en hoja y hoja más joven enferma, el 
efecto de los microorganismos fue similar al combate químico y el costo con el 
E.M fue 31 % más bajo que con el químico.  
Patiño (2001) investigó el efecto de una fuente de energía (melaza), tres 
inductores de resistencia (acibenzolar-s-metil, Asm), fracción cruda de M. fijiensis, 
suspensión rizobacteria  + Pseudomonas sp. y un sustrato foliar (quitina + glucano 
+ Ca + Nufilm®) sobre el desarrollo de la Sigatoka negra en banano. Se encontró 
que el Asm produjo una alta inducción de resistencia, mientras que la rizobacteira 
y la fracción cruda de M. fijiensis solo lo lograron en presencia de la fuente de 
energía, este último solo redujo los niveles de enfermedad, cuando se combinó 
con lombricompost. Por otro lado, el lombricompost disminuyó la severidad de 
Sigatoka negra en invernadero, además, que incrementó la efectividad de los 
inductores de resistencia y favoreció el crecimiento (altura) de las plantas en 
invernadero y campo. La suspensión rizobacteria  + Pseudomonas sp. no mostró 
inducción de resistencia, pero si redujo la severidad de la enfermedad cuando se 
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dispuso de la fuente de energía. El sustrato foliar ofreció un buen control de la 
enfermedad bajo condiciones de invernadero. 
Arango (2002) también evaluó el efecto de la aplicación de diferentes sustratos al 
filoplano como alternativa para el combate de Mycosphaerella fijiensis y observó 
que con la utilización de los sustratos melaza + quitina + leche y quitina + glucano 
+ nitrato de calcio, cuando son aplicados de manera alternada con los fungicidas 
tradicionales, permitieron reducir hasta en un 40 % la aplicación de estos últimos. 
La autora sugirió que las poblaciones de microorganismos que se establecieron 
con la aplicación de estos sustratos, debido al cambio en las condiciones  (físicas 
y nutricionales) del filoplano de la plantación, lograron provocar algún efecto en el 
control de la enfermedad, convirtiéndose en una alternativa de gran potencial. 
Ramos (2002) por su parte, evaluó el uso de extractos de compost para el 
combate de Mycosphaerella fijiensis y demostró que el extracto de compost fue 
más efectivo que el tratamiento control (clorotalonil) en la inhibición de la 
germinación de esporas. Además, observó una tendencia a la reducción  del tubo 
germinativo de las esporas y en forma visual (sin diferencias significativas) una 
tendencia a mantener una mayor área foliar libre de Sigatoka negra. Riveros y 
Arcieniegas (2003) evaluaron productos naturales de origen vegetal para el 
combate de M. fijiensis en condiciones in vitro y encontraron 8 diferentes extractos 
que mostraron una actividad antifúngica promisoria, con un alto poder fungistático 
y fungicida, ya que inhibieron el crecimiento del tubo germinativo e impidieron el 
desarrollo micelial del hongo.  
El  efecto antagónico in vitro y en invernadero de cepas de Trichoderma spp. 
sobre Mycosphaerella fijiensis, fue evaluado por Arzate et al. (2006), quienes   
encontraron, en pruebas de cultivos “apareados”,  que el fitopatógeno detuvo su 
crecimiento al contacto con las cepas de los antagonistas. Trichoderma spp. creció 
sobre el patógeno cubriendo el 100 % del medio de cultivo. En condiciones de 
invernadero algunas cepas de Trichoderma fueron superiores y ejercieron un 
mejor control  de la enfermedad.  
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En evaluaciones con extractos botánicos y hongos endofíticos para el combate de 
la Sigatoka negra en banano, Osorio (2006) señalo como promisorio el extracto de 
Senna reticulata como candidato en un programa de manejo integrado de la 
enfermedad por su acción protectante, mientras  que los hongos endofíticos 
necesitan una mayor investigación para optimizar su eficiencia. Villalta y Guzmán 
(2006) evaluaron el potencial de una formulación comercial de la bacteria Bacillus 
subtilis (Serenade®) para el combate de la Sigatoka negra. El biofungicida por sí 
solo no ejerció control de la enfermedad, pero si mostró algún efecto en mezcla 
con mancozeb y aceite mineral. Los autores sugieren realizar más estudios para 
optimizar el efecto del producto. 
Riveros et al. (2006) estudiaron el efecto de lixiviados de compost y vermicompost 
en campo, sobre el desarrollo de Sigatoka negra en hojas de plátano. Encontraron 
que los lixiviados de compost provenientes de broza de café y de estiércol vacuno, 
mostraron tasas más bajas de crecimiento de la enfermedad que los testigos agua 
más adherente y clorotalonil, según los autores los lixiviados funcionaron 
principalmente como protectantes. 
Zualuaga et al. (2007), analizaron en condiciones de campo, en la zona bananera 
de Urabá-Colombia, el efecto de inductores de resistencia y bacterias quitinolíticas 
sobre el desarrollo de la Sigatoka negra en plantas de banano del cultivar Gran 
Enano. Como inductores de resistencia se utilizaron acibenzolar-s-metil (ASM) y 
ácido salicílico (AS),  cada uno en rotación y en mezcla con fungicidas utilizados 
en el combate convencional de la enfermedad. Se evaluó también la mezcla de 
estos inductores con bacterias quitinolíticas aisladas de la filosfera de banano; así 
como el efecto del fungicida biológico Biofun®  en rotación con fungicidas y en 
mezcla con ASM. La aplicación de ASM en rotación y en mezcla con fungicidas 
convencionales presentó un control de la enfermedad hasta un 50 % mayor al 
obtenido con el control convencional. Los tratamientos que incluyeron AS en 
rotación y mezcla con fungicidas convencionales, al igual que el producto Biofun® 
en rotación y en mezcla con ASM, mostraron un control de la enfermedad 
estadísticamente igual al obtenido con el control convencional, lo cual reveló una 
 22
reducción de 46 – 100 % de la cantidad de fungicidas convencionales usados en 
el combate de la enfermedad. 
Soto (2008) realizó una evaluación de bioles (biofermentos) inoculados con 
microorganismos naturalmente antagónicos, para el manejo biológico de M. 
fijiensis y observó un efecto positivo de estos sobre el avance del patógeno, 
además los tratamientos con biol + aceite mineral tuvieron un mejor control que el 
testigo comercial. De acuerdo con la autora, la introducción de microorganismos 
tuvo un efecto positivo dentro del manejo del avance de la enfermedad en las 
plantas. 
En una investigación realizada por Villalta y Guzmán (2008) con microorganismos 
eficientes (ME) y una cepa de Trichoderma sp. para el combate biológico de 
Sigatoka negra en condiciones de campo, encontraron que la mezcla y alternancia 
de Trichoderma sp. con los ME no mejoró el control de la enfermedad. Además, 
observaron que la alternancia de mancozeb con los ME resultó efectiva y se 
aproximó al control logrado con aplicaciones consecutivas de estos, los autores 
sugieren realizar más estudios con aislamientos diferentes y combinadas con otras 
sustancias que aumenten la actividad de los microorganismos.    
Villalta y Guzmán (2008) evaluaron la eficacia biológico en campo de tres 
bacterias (Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia y Bacillus subtilis) y 
tres fermentos de microorganismos benéficos (EM Plus®, TerraBiosa® y 
Microorganismos Descomponedores®) para el combate biológico de la Sigatoka 
negra en banano (Musa AAA). Los tratamientos con microorganismos (M) 
presentaron valores más bajos de severidad que el testigo absoluto (TA), lo que 
evidencia  un efecto de control  la enfermedad.   
 
 
 23
4. MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1. Ubicación del experimento 
La investigación se llevó a cabo en el laboratorio de Fitopatología y el Centro de 
Control Biológico y Biología Molecular de la Dirección de investigaciones de la 
Corporación Bananera Nacional (CORBANA S.A.), ubicados en La Rita, cantón de 
Pococí, provincia  de Limón. El periodo experimental se ubicó entre los meses de 
julio de 2008 y octubre de 2009. 
4.2.  I Etapa. Desarrollo de una metodología para el aislamiento y selección 
preliminar de hongos con potencial como agentes de combate biológico 
(ACB) 
En esta etapa se desarrollaron las metodologías necesarias para llegar a obtener 
los potenciales agentes de combate biológico, ya que serian el material de partida 
necesario para las etapas posteriores. 
4.2.1. Obtención de un medio semiselectivo para aislar hongos con bajos 
requerimientos nutricionales y actividad quitinolítica  
El objetivo fue obtener un medio pobre en nutrientes, pero rico en quitina, que 
permitiera la selección de hongos con bajos requerimientos nutricionales e 
idealmente con capacidad para degradar la quitina (producción de metabolitos 
secundarios, enzimas quitinolíticas). 
A. Medios con quitina molida 
En primera instancia se realizó una prueba con quitina grado práctico (Sigma®), la 
cual fue molida (QM) para obtener partículas lo más pequeñas posibles. Se 
preparó medio Agar – agua al cual se le agregaron 10, 20, 30, 50  y 100 g/L de 
quitina molida. Los medios se vertieron en platos de Petri de vidrio y 
posteriormente se inoculo un disco de 20 mm con micelio de una aislamientos de 
Trichoderma sp. y se observó el crecimiento de este hongo en los medios con las 
diferentes concentraciones de QM.  
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B. Medios con quitina coloidal 
Se realizaron pruebas con medio Agar-agua (Oxoid®) y diferentes diluciones del 
medio Papa dextrosa agar (Oxoid®) más quitina coloidal  y se observó la cantidad 
de hongos que crecieron, así como la velocidad de crecimiento de los mismos. Los 
medios evaluados fueron: Agar-agua y el medio PDA al 100, 25, 12,5 y 6,25 %. En 
todos los casos se adicionó quitina coloidal al 1 % y el antibiótico Agri-Mycin® 16,5 
(estreptomina + terramicina) al 1 %. La quitina coloidal se obtuvo de someter la 
quitina grado práctico a la metodología propuesta por Salazar y Okumoto (Anexo 
1), en González (1995). 
Para evaluar los medios se seleccionaron 20 discos de hoja de 10 mm de 
diámetro con lesiones de  Sigatoka negra y se colocaron en un tubo de ensayo de 
25 ml, con 10 ml de agua desionizada estéril y Tween® 20 (Merck-Schuchardt), el 
cual se agitó por espacio de 1 minuto con la ayuda de un vortex (Thermolyne®, 
Maxi Mix II). Los discos de hoja se escogieron de aquellas lesiones que mostraban 
crecimiento de algún tipo de hongo sobre la superficie de las mismas. 
4.3. II Etapa. Colecta de muestras en fincas y aislamiento de los potenciales 
ACB      
4.3.1. Colecta de las muestras 
Se muestrearon 8 plantaciones (Cuadro 1) de banano de la Vertiente del Caribe y 
de la Zona Norte de Costa Rica. Dos correspondieron a plantaciones comerciales 
de banano con alta presión de Sigatoka negra (San Pablo y La Victoria), dos 
fincas comerciales con una baja presión de la enfermedad (Valle de la Estrella y 
Hacienda Rio Palacios), en donde se aplican entre 45-55 ciclos de fungicidas por 
año para el combate de la enfermedad; dos plantaciones testigo (La Rita y 28 
Millas; ambas pertenecen a CORBANA) en las que se realizan prácticas de 
manejo del cultivo pero no se aplican fungicidas, una  plantación orgánica 
(Talamanca) bajo sombra de árboles nativos y finalmente, huertos mixtos (San 
Carlos) donde las plantas de banano se encontraban combinadas con otras 
plantas y árboles de valor agrícola, medicinal u ornamental.  
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En cada finca se tomaron muestras en 5 puntos. En el caso de las fincas 
comerciales (San Pablo, La Victoria, Hacienda Río Palacios y Valle de la Estrella) 
estos puntos de muestreo se distribuyeron en diferentes secciones de la finca y 
distantes entre sí unos 200 m, el área de cada punto de muestreo fue de 
aproximadamente ½ ha. En las fincas testigo sin tratamiento de fungicidas (La Rita 
y 28 Millas), debido a su menor tamaño (0,5-2 ha), se distribuyeron los puntos de 
muestreo tratando de abarcar toda el área. La muestra de plantación orgánica se 
tomó de dos fincas; una localizada en Shiroles (Sr. Víctor Chale propietario) y la 
otra en Suretka (Sra. Maritza Hurtado propietaria). En la primera se hicieron dos 
puntos de muestreo y en la segunda tres y finalmente, la muestra de los huertos 
mixtos, que se tomó de 5 diferentes puntos (huertos) localizados entre San Clara, 
Jabillos y La Vega de San Carlos.  
En todos los casos se colectaron partes de hojas de banano depositadas en el 
suelo y con lesiones de Sigatoka negra, sobre las cuales se distinguiera 
crecimiento de (micelio y estructuras) algún tipo de hongo diferente de M.fijensis. 
Se evitó colectar lesiones que presentaran un estado avanzado de 
descomposición (Figura 3). La muestra colectada en cada punto fue de 
aproximadamente 0,5 kg y se trasladaron al laboratorio en bolsas de plástico. Una 
vez en el laboratorio se almacenaron en un refrigerador Polaris a 8°C, por un 
periodo que no excedió las 24 horas mientras se procesaban las mismas. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Tipo de material colectado en las diferentes fincas. Tejido foliar, depositado en el suelo y 
con lesiones de Sigatoka negra.  
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Cuadro 1. Características de las fincas seleccionadas para la toma de muestras. 
Finca Ubicación Fecha de 
muestreo (2008) 
Características generales 
San Pablo Siquirres 9 setiembre Finca comercial de más de 30 años de 
edad (285 ha). 
La Victoria 
 
Sarapiquí 
 
17 setiembre Finca comercial de más de 15 años de 
edad (340 ha). 
 
Valle de la 
Estrella 
 
Talamanca 21 octubre Finca comercial de más de 50 años de 
edad (2.000 ha). 
Hacienda Río 
Palacios 
 
Matina 1 octubre Finca comercial de más de 15 años de 
edad. 
La Rita Pococí 11 setiembre Finca experimental sin tratamiento de 
fungicidas por 10 años (1/2 ha). 
28 Millas Matina 25 setiembre Finca experimental sin tratamiento de 
fungicidas por 10 años (3 ha). 
Orgánicas Talamanca 15 octubre Plantaciones bajo sombra de árboles 
nativos sin aplicaciones de 
agroquímicos. 
Huertos  
mixtos 
San Carlos 8 octubre Pequeños grupos de plantas de banano 
ubicados en patios o fincas de pequeños 
agricultores en combinación con otras 
plantas de interés agrícola, medicinal u 
ornamental. 
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4.3.2. Aislamiento de los potenciales hongos agentes de combate biológico 
(ACB) de las fincas 
El material colectado en las diferentes fincas fue llevado al laboratorio y se le 
aplicó el procedimiento general, que se describe en la figura 4. 
 
 
 
 
                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 puntos de 
muestreo/finca 
1 
2 
3 
4 
5 
20 Lesiones 
20 Lesiones 
20 Lesiones 
20 Lesiones 
Dilución serial hasta 
10
-4
 y rayado en 5 
platos de Petri 
Tubo de ensayo 
con 10 ml de agua 
desionzada estéril 
+ Tween 20 
20 Lesiones 
 
Figura 4. Esquema que representa el procedimiento general empleado para el aislamiento de los 
agentes de combate biológico (ACB) de las fincas.  
 
De cada muestra se seleccionaron 20 lesiones con evidencia de crecimiento de 
algún tipo de hongo sobre ellas. Las 20 lesiones se colocaron en un tubos de 
ensayo de 25 ml que contenían 10 ml de agua desionizada estéril + Tween® 20 
(0,05 %). El tubo de ensayo se agitó por 2 min, luego se dejó en reposo por 1 hora 
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y se agitó nuevamente por 1 min con la ayuda de un vortex, la suspensión 
resultante se diluyó hasta 10-4 y de las diluciones 10-3 y 10-4 se tomó una alícuota 
de 0,2 ml la cual se rayó sobre el medio rico en quitina previamente seleccionado. 
Los medios inoculados se incubaron a 26°C, bajo condiciones de oscuridad y se 
inspeccionaron de día por medio para observar el crecimiento y avance de los 
aislamientos. A los siete días de incubación se contabilizaron las unidades 
formadoras de colonia (UFC) y se realizó la purificación de los mismos.  
La selección se realizó tomando aquellos hongos que lograran degradar la quitina 
(halos de hidrolisis) o aquellos que mostrarán un mayor crecimiento. 
 
4.4. III Etapa. Purificación y conservación de los aislamientos de los 
potenciales ACB 
4.4.1. Purificación inicial de los aislamientos 
Los hongos candidatos fueron llevados a una serie de etapas de purificación 
sucesiva para asegurarse que estuviesen libres de otros hongos y de bacterias 
contaminantes. Esto se realizó en una cámara de flujo laminar (EACI, Envirco) y 
consistió en inocular una mínima porción de micelio del hongo de interés en medio 
PDA, el cual contenía 1 % de Agri-Mycin 16,5 para suprimir el crecimiento de 
bacterias. 
 4.4.2. Obtención de cultivos de porciones mínimas de micelio de los 
aislamientos  
Una vez purificados los cultivos y de cerciorarse que estos se encontraban libres 
de otros hongos y de bacterias contaminantes, se procedió a una segunda etapa 
de purificación, que consistió  en la obtención de cultivos monospóricos o de 
porciones mínimas de micelio. Con este tipo de cultivos se daría inicio a la etapa 
de conservación segura a mediano plazo, en aceite mineral y por liofilización, así 
como la producción de metabolitos secundarios para las pruebas de antagonismo 
in vitro.  
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Para la obtención de los cultivos de porciones mínimas de micelio, se desarrolló 
una metodología basada en diluciones seriales. Para ello, de los cultivos que se 
purificaron en una primera etapa, se tomaron dos discos de 10 mm de diámetro de 
medio con micelio de los aislamientos, se agregaron a un tubo de ensayo de 25 ml 
que contenía 10 ml de agua destilada estéril y se agitó en un vortex (Thermolyne® 
Maxi Mix II) durante dos minutos, para obtener así una suspensión madre (SM) de 
conidios y partes de micelio. A partir de la SM, se tomaron alícuotas de 100 µl y se 
realizaron diluciones sucesivas 10-30 en agua desionizada estéril. De esta última 
dilución se tomaron 100 µl y se sembraron en medio PDA más Agri-Mycin 16,5. 
Con este tipo de procedimiento se buscó obtener la menor cantidad de UFC por 
plato de Petri (entre 1 y 3 UFC) y de esta forma asegurar que los cultivos se 
derivan de material biológico de alta pureza y uniformidad genética.      
4.4.3. Conservación de los aislamientos 
La conservación de los aislamientos se consideró una etapa clave dentro del 
proyecto, ya que por lo general los cultivos de hongos son muy vulnerables  y se 
pueden contaminar o mutar perdiéndose alguna característica importante. Los 
hongos inclusive pueden morir si no son preservados de la manera adecuada. 
Para el caso de esta investigación se decidió conservar los aislamientos 
empleando dos métodos: uno de ellos fue utilizando aceite mineral, que se basa 
en el principio de reducción de la tasa metabólica y el otro método utilizado fue la 
liofilización, en donde se induce la dormancia de los conidios o esporas y del 
micelio del hongo mediante deshidratación. 
4.4.3.1. Conservación en aceite mineral 
En viales de vidrio de 25 ml se dispensaron 10 ml de PDA y este se dejó reposar 
con una inclinación  aproximada de 30° hasta el endurecimiento del medio. Una 
vez endurecido, se sembró en la superficie del mismo una suspensión de conidios 
y partes de micelio obtenida de los cultivos puros. La suspensión se obtuvo al 
mezclar un disco  de 10 mm de diámetro de la colonia con 3 ml de agua  
desionizada estéril y posterior agitación en un vórtex durante 2-3 minutos. De esta 
suspensión se inocularon 100 µl en el vial de vidrio  y cuando el cultivo alcanzó un 
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buen desarrollo, aproximadamente 7 días después, se agregó el aceite mineral 
estéril, hasta cubrir por completo el cultivo. De cada uno de los aislamientos se 
prepararon dos viales. 
4.4.3.2. Conservación por liofilización  
Para la conservación de los potenciales ACB por liofilización de siguió la siguiente 
metodología: primeramente se desarrollaron cultivos puros de cada uno de los 
aislamientos en medio PDA y cuando estos tenían de 7 a 10 días de edad, se 
tomaron 10 discos de 10 mm de diámetro de medio cubierto con micelio del hongo 
y se depositaron en tubos de ensayo estériles. Los tubos se sellaron con 
membranas de nitrocelulosa de 0,1 µm, para evitar la salida de esporas o el 
ingreso al tubo de algún contaminante y se colocaron en el liofilizador 
(LABCONCO, Freezone 2,5 plus, Figura 5)   por un periodo de 36 horas, para 
asegurar la total desecación del material. Cuando estos estuvieron liofilizados, se 
trasladaron a viales de vidrio estériles (5,8 alto x 1,5 cm de diámetro) con tapa de 
rosca, los cuales se colocaron en un desecador, para evitar la reabsorción de 
humedad ambiental, dentro de una cámara de enfriamiento a 10 °C y  en la 
oscuridad. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Equipo de liofilización del laboratorio de Biología Molecular de CORBANA, utilizado para 
el tratamiento de los aislamientos. 
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4.5. IV Etapa. Producción de metabolitos secundarios de los potenciales 
ACB 
En esta etapa se desarrolló una metodología con el fin de obtener los metabolitos 
secundarios (principalmente quitinasas) producidos por los potenciales agentes de 
combate biológico (ACB). 
4.5.1. Siembra y producción de los metabolitos secundarios de los 
aislamientos 
Consistió en inocular por separado los diferentes aislamientos en el medio líquido 
mineral YEGK (Figura 6), rico en quitina. El medio estuvo compuesto por 2 g de 
extracto de levadura, 10 g de glucosa, 3 g de nitrato de potasio, 2 g de fosfato 
monopotásico y 5 ml de quitina coloidal por litro, con un pH ajustado a 6. La quitina 
coloidal se incluyó al medio para estimular en los aislamientos de los hongos una 
mayor producción de quitinasas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Medio YEGK rico en quitina. (A) Homogeneizado por agitación y (B) En reposo, nótese la 
precipitación de la quitina coloidal. (C) Suspensión madre de un cultivo puro con la que 
se inoculó el medio. 
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Para ello se esterilizaron viales de vidrio de 25 ml en los que se depositaron 15 ml 
de medio líquido mineral rico en quitina. En ellos se sembró una alícuota de 100 µl 
de una suspensión de conidios y partes de micelio obtenida de cultivos puros de 
cada aislamiento. La suspensión se obtuvo al mezclar 3 ml de agua desionizada 
estéril con dos discos de 10 mm de diámetro de medio PDA cubierto con micelio 
del aislamiento y su posterior agitación, durante dos minutos, en un vortex. 
Los viales inoculados se sellaron y se colocaron en un agitador orbital (New 
Brunswick modelo R-2)  a 70 rpm dentro de una incubadora (27 ± 1 °C) (Figura 7) 
bajo condiciones de oscuridad. La agitación se mantuvo durante los primeros 4 
días de cultivo, para estimular una tasa de crecimiento activo y posteriormente, se 
mantuvieron en reposo durante 10 días más, para aumentar el crecimiento micelial 
y esperar la idiofase donde se da la mayor producción de metabolitos secundarios. 
De cada uno de los aislamientos se prepararon dos viales.            
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Producción de metabolitos en medio líquido mineral. (A) Agitador orbital utilizado para la 
incubación dinámica de los cultivos y (B) crecimiento de los potenciales agentes de 
combate biológico después de 14 días en medio YEGK rico en quitina. El vial del medio 
no fue inoculado, nótese la presencia de gran cantidad de micelio en los viales de los 
lados. 
 
4.5.2.  Separación de los metabolitos secundarios de los potenciales ACB 
Debido a que se contaba con dos viales de cada aislamiento, se utilizaron dos 
técnicas para obtener los respectivos metabolitos secundarios. La primera de ellas 
A B 
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(basada en temperatura y presión) que consistió en autoclavar los cultivos a 121 
°C y 157 kPa durante 4 minutos. La segunda técnica de separación consistió en 
realizar un filtrado al vacío, con un bioreactor y un vacuómetro se filtró a través de 
una membrana de nitrocelulosa de 0,2 µm, dentro de una cámara de flujo laminar 
para evitar la contaminación de los filtrados. Los respectivos metabolitos se 
guardaron en la oscuridad y  a 10 °C hasta ser utilizados, esto para asegurar que 
no se vieran afectados por luz ni por temperatura. 
4.6. V Etapa. Evaluación  in vitro de la actividad biológica de los metabolitos 
secundarios sobre M. fijiensis 
Se evaluó el efecto de los metabolitos sobre la germinación de ascoporas de  M. 
fijiensis. Cualquier efecto de alteración del crecimiento normal del tubo germinativo 
de las ascosporas del patógeno, como la no germinación y tubos cortos o 
distorsionados, evidenciaría la existencia de sustancias con algún efecto 
inhibitorio.  
4.6.1. Descargas de ascosporas de M. fijiensis 
Se siguió la metodología utilizada por CORBANA para obtener descargas de 
ascosporas de M. fijiensis de lesiones maduras de Sigatoka negra. La misma 
consiste en seleccionar, con un sacabocados, discos de hoja de 20 mm de 
diámetro, con lesiones de la enfermedad que posean una alta densidad de 
pseudotecios del hongo. Se graparon 4 discos a hojas de papel bond, se 
sumergieron durante 8 minutos en agua desionizada para la hidratación de los 
pseudotecios, se les eliminó el exceso de agua con una toalla absorbente y luego 
se colocaron en las tapas de platos de Petri para que las ascosporas descargadas 
se depositaran sobre el fondo del plato que contenía medio Agar-agua con un 5 % 
(v/v) del respectivo metabolito, el metabolito se aplicó una vez el medio había 
solidificado, este se distribuyo de manera homogénea sobre el medio y se dejo 
que este se absorbiera.  
El tiempo de descarga de ascosporas fue de 30 minutos y una vez cumplido este 
periodo, los platos fueron colocados dentro de una incubadora (Presicion 
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Scientific) a 27 °C, en la oscuridad, por 48 horas. Se debe recalcar que todo el 
material vegetal utilizado provenía de la parcela testigo de CORBANA S.A., en La 
Rita, en la cual no se aplican fungicidas.  
4.6.2.  Variables  evaluadas 
Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a observar al microscopio la 
germinación de las ascosporas y estas se clasificaron en 4 categorías, Figura 8: 
 
 
Figura 8. Diferentes tipos de respuestas en germinación de ascosporas por efecto de los 
metabolitos secundarios. (A) No germinadas, (B) Tubos cortos, (C) Tubos cortos y 
malformados, (D) Germinación normal, (E) Tubos malformados y (F) Tubos múltiples o 
ramificados. 
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Para efectos de la investigación, la actividad inhibitoria de un determinado 
metabolito se asoció con una alta frecuencia de esporas no germinadas o 
distorsionadas y cortas. Con base en estas características se estableció un 
ordenamiento de los aislamientos de mayor a menor efecto inhibitorio sobre el 
patógeno, para evaluar a nivel de invernadero los aislamientos con metabolitos 
más activos.  
4.6.3. Diseño experimental de la evaluación in vitro de la actividad fungicida 
con los metabolitos secundarios 
En total se evaluaron los metabolitos de 163 aislamientos de hongos, los que 
fueron obtenidos mediante dos formas: filtrado y autoclavado. El experimento se 
estableció bajo un diseño de bloques completos al azar, con arreglo factorial 163 x 
2 (163 metabolitos x dos formas de extracción), para un total de 326 tratamientos 
con 5 repeticiones (cada repetición fue un plato de Petri). En cada repetición se 
evaluaron 50 ascosporas, para un total de 250 por tratamiento.  
El modelo estadístico para un diseño de Bloques Completos al Azar con un arreglo 
factorial, es el siguiente: 
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Yijkl= µ + Bi + Aj + Dk + ADjk +Eijkl 
En este modelo: 
Bi= efecto del i-ésimo bloque 
Aj= efecto del método de extracción 
Dk= efecto del metabolito secundario 
ADjk= efecto de la interacción del método de extracción y el metabolito secundario 
Eijkl= error experimental 
 
4.6.4. Análisis de los datos 
Por medio de análisis de varianza se determinó el efecto de las diferentes fuentes 
de variación (tratamiento, bloque y método de extracción) y de la interacción del 
metabolito (tratamiento) por método de extracción. Cuando la interacción arrojo 
diferencias significativas, aplicando la prueba de contrastes ortogonales, se 
comparó el efecto de los metabolitos según su forma de extracción y por medio de 
una prueba de Duncan se separaron las medias de los diferentes metabolitos 
según el método de extracción. 
4.7. VI Etapa. Evaluación en condiciones de invernadero de la eficacia 
biológica sobre la Sigatoka negra de los metabolitos secundarios que 
mostraron mayor actividad in vitro 
Los 7 aislamientos que mostraron los mejores resultados en la prueba in vitro en 
cuanto a la inhibición de germinación de las esporas y acortamiento de los tubos 
germinativos, fueron evaluados en condiciones de invernadero, utilizando plantas 
jóvenes de banano e inoculaciones controladas del patógeno.  
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4.7.1. Material vegetal 
Plantas del cultivar Grande Naine (Musa AAA), obtenidas por cultivo in vitro de 
ápices, fueron transplantadas a macetas plásticas de un volumen de 2 litros, para 
completar su desarrollo en vivero por un periodo de siete semanas. 
Posteriormente, las plantas se trasladaron al invernadero para su aclimatación por 
tres semanas y recibieron un programa de fertilización cada dos semanas con 5 
gramos por planta de fórmula 15-3-31(N-P2O5-K2O). Además, se eliminó por 
medio de deshoja cualquier lesión de Sigatoka negra que arrastraran estas del 
vivero  
4.7.2. Inoculación del patógeno y aplicación de los tratamientos  
Cuando las plantas emitieron 5 hojas en el invernadero (aproximadamente 30 cm 
de altura) se marcaron en las hojas 1 y 2, en su parte central, un cuadrado de 4 x 
4 cm (16 cm2) y a cada lado de este un rectángulo de 4 x 2 cm (8 cm2). Tanto en el 
cuadrado central, como en los rectángulos de los lados (Figura 9), se inoculó el 
patógeno, pero solo en el cuadrado central se aplicaron los tratamientos y los 
rectángulos sirvieron como testigos absolutos para valorar algún tipo de efecto 
sistémico o de inducción de resistencia en la hoja por efecto de aplicación del 
metabolito. 
Para la obtención del inóculo se preparó una suspensión de conidios y partes 
mínimas de micelio del cultivo monospórico, que se obtuvo al agregar en 4 ml de 
agua destilada estéril con Tween®  20 al 0,05 %, micelio del hongo y agitar por 5 
minutos en un vortex, de la suspensión resultante se tomaron 0,5 ml  y se 
sembraron en medio V8, el que se incubó a 26 °C y luz continua por 10 días, para 
estimular la producción de conidios. Transcurridos los 10 días,  a los medios de 
cultivo se les agregó agua desionizada estéril más Tween®  20 al 0,05 % y se 
realizó un raspado suave con un pincel para desprender los conidios y las partes 
de micelio. La suspensión se filtró con gasa estéril y se procedió a realzar el 
conteo de los conidios y las partes mínimas de micelio en un hemacitometro, para 
luego llevarla a la concentración deseada por medio de diluciones. 
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Para la inoculación, las plantas fueron extraídas momentáneamente de las 
cámaras de incubación y se ubicaron en una sala adyacente, esto para evitar la 
dispersión de inoculo dentro de las cámaras. Las áreas demarcadas se asperjaron 
con una suspensión de 15.000 conidios y parte de micelio ml-1 del patógeno por el 
envés de la hoja. El inóculo provino de cultivos monospóricos del hongo, obtenidos 
de plantaciones comerciales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Molde utilizado para la demarcación de las áreas en las hojas. En el cuadrado del centro 
se aplicaron los tratamientos y los rectángulos funcionaron como testigos. 
 
Transcurridos 30 minutos después de la inoculación, las plantas fueron devueltas 
al invernadero y 24 horas después de inoculadas se les aplicó el respectivo 
tratamiento en la hoja 1 y 96 horas después en la hoja 2. Tanto la inoculación del 
patógeno como la aplicación de los metabolitos, se realizó con aerógrafo (Mini 
Spray Gun BADYER®, Modelo 250.4) (Figura 10). La suspensión de conidios del 
patógeno contenía 0,05 % de Tween® 20 para facilitar la adhesión a la superficie 
de la hoja, mientras que los metabolitos se aplicaron con este mismo adherente 
pero al 0,1 %. 
Tratamiento 
16 cm2 
Testigo 
 8 cm2 
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Figura 10. Forma de aplicación del inoculo y los tratamientos, mediante la utilización de un 
aerógrafo. 
 
4.7.3. Manejo de las plantas después de la inoculación y aplicación de los 
tratamientos  
Durante los primeros tres días después de la inoculación del patógeno, el riego en 
el invernadero se realizó por espacio de un minuto cada hora (6 a.m a  6 p.m) para 
promover la infección del hongo. Luego de transcurrido este tiempo, se realizó por 
espacio de dos minutos cada dos horas (6 a.m a  6 p.m) hasta la aparición de los 
primeros síntomas. Cuando esto ocurrió, el riego cambió a un minuto cada tres 
horas de 6 a.m a 6 p.m. El riego fue programado y controlado con un equipo 
automático controlado y programado electrónicamente (Rain bird controller, 
modelo MIC-4, HO). 
4.7.4. Diseño experimental 
El diseño experimental utilizado en esta prueba fue bloques completos al azar con 
arreglo factorial 8 x 2; 8 tratamientos (7 metabolitos y un testigo comercial 
(clorotalonil a 5.000 mg L-1), por dos momentos de aplicación (24 y 96 horas 
después de la inoculación), más un testigo inoculado (testigo absoluto), con 5 
repeticiones por tratamiento.  
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Yijkl= µ + Bi + Aj + Dk + ADjk +Eijkl 
En este modelo: 
Bi= efecto del i-ésimo bloque 
Aj= efecto del momento de aplicación 
Dk= efecto del metabolito secundario 
ADjk= efecto de la interacción del método de extracción y el metabolito secundario 
Eijkl= error experimental 
 
4.7.5. Análisis estadísticos  
El efecto de los tratamientos y del momento de la aplicación  así como la 
interacción entre ambos, se estudio mediante el análisis de varianza, así como la 
interacción entre ambos. Por medio de contrastes ortogonales se comparó el 
efecto de los metabolitos con respecto al testigo absoluto y al testigo comercial 
(clorotalonil). 
4.7.6. Variables evaluadas 
Se evaluaron los siguientes parámetros de infección: 
• Periodo de incubación (PI): tiempo transcurrido entre la inoculación y la 
aparición de los primeros síntomas.   
• Severidad de la enfermedad: se evaluó la severidad de la enfermedad (área 
foliar afectada de la hoja) cada tres a cuatro días. La severidad se estimó 
como el porcentaje del área de la hoja con lesiones de la enfermedad que 
son claramente visibles por el haz de la misma (necrosis). 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. I Etapa. Desarrollo de una metodología para el aislamiento y selección 
preliminar de hongos con potencial como agentes de combate biológico 
(ACB) 
 
5.1.1. Obtención de un medio semiselectivo para aislar hongos con bajos 
requerimientos nutricionales y actividad quitinolítica  
El hongo inoculado (Trichoderma sp.) logró crecer en los medios Agar - agua con 
las diferentes dosis de quitina molida (QM), principalmente cuando se adicionaron 
30 y 50 g/L. Sin embargo, este medio presentó dos inconvenientes: (i) la quitina 
molida (grado práctico) precipita, debido a que no es soluble en el medio, por lo 
que los resultados fueron muy heterogéneos y (ii) con la QM no se podía distinguir 
entre cepas productoras de quitinasas. Debido a lo anterior se decidió trabajar con 
quitina coloidal. 
El PDA + quitina coloidal (QC) promovió un crecimiento acelerado y abundante de 
diversos hongos, inclusive cuando el PDA se diluyó hasta 12,5 %, condición que 
dificultaba la selección y purificación de los aislamientos. Solo cuando la 
concentración de PDA se redujo al 6,25 % (2,4 g/L) el crecimiento de los hongos 
(en cantidad y tasa de crecimiento) fue el adecuado como para permitir separarlos 
y discriminar aquellos menos exigentes a condiciones nutricionales y con actividad 
quitinolítica (Figura 11). La actividad quitinolítica se distinguía por los halos de 
hidrólisis que se formaban en los medios de cultivo, producto del crecimiento de 
aislamientos con habilidad para degradar dicho polímero. 
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5.2. II Etapa. Colecta de muestras en fincas y aislamientos de los potenciales 
ACB 
En todas las fincas se pudo encontrar material vegetal depositado en el suelo con 
lesiones de Sigatoka negra y además, con algún tipo de crecimiento de micelio de 
hongos diferentes a M. fijiensis sobre las lesiones. De estas se lograron aislar 
hongos candidatos a ACB de M. fijiensis. La cantidad varió entre fincas; con una 
menor frecuencia (13 aislamientos) en La Victoria y 28 Millas y una mayor 
frecuencia (34 y 39 aislamientos) en San Carlos y Talamanca (Cuadro 2). En total 
se aislaron 196 hongos candidatos a ACB, de los cuales 78 (39,8 %)  mostraron 
evidencias de actividad quitinolítica (Figura 12). 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Crecimiento de hongos en medios PDA (100 – 25 - 12,5 - 6,25 y 0 %) + quitina  coloidal 
1 %. Nótese el abundante crecimiento de los hongos a 100, 25 y 12,5 % que dificulta la 
selección y purificación de candidatos por el abundante crecimiento de micelio. Por el 
contrario, cuando no se adiciona PDA el crecimiento es muy pobre, lo que también limita 
la elección de candidatos. El balance adecuado se estableció es cuando se adicionó un 
6,25 % de PDA (2,43 g/L).  
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Cuadro 2. Cantidad de hongos aislados de las fincas como candidatos a agentes de combate 
biológico de la Sigatoka negra.  
Finca Total de hongos aislados como 
candidatos a posibles ACB de 
M. fijiensis 
Número de aislamientos con 
actividad quitinolítica 
San Pablo 22 10 (5,1 %) 
La Rita 34 18 (9,2 %) 
La Victoria  13 7 (3,6 %) 
28 Millas 13 3 (1,5 %) 
Hacienda Río Palacios 24 0 (0 %) 
San Carlos (Huertos  
mixtos) 
39 13 (6,6 %) 
Talamanca (Orgánicas) 34 16 (8,2 %) 
Valle de la Estrella 17 11 (5,6 %) 
Total 196 78 (39,8 %) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.  Algunos hongos candidatos a ACB de M. fijiensis en un medio PDA al 6,5 % + quitina 
coloidal 1 % + antibiótico. La flecha de color blanco indica un halo de degradación de la 
quitina, evidencia de la presencia de un hongo con actividad quitinolítica. 
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5.3. III Etapa. Purificación y conservación de los aislamientos de los 
potenciales ACB 
El total de aislamientos fue purificado exitosamente. En la Figura 13A se muestra 
el crecimiento de algunos de los hongos después de la primera purificación. 
Además, con las diluciones seriales (segunda purificación) se logró obtener 
cultivos monospóricos o de porciones mínimas de micelio altamente puros. Con 
esta metodología crecieron en los platos entre 1-3 UFC (Figura 13B) que permitió 
corroborar la uniformidad fenotípica y asegurar de este modo que los cultivos 
derivaron de material biológico de alta pureza.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
Figura 13. A. Crecimiento de algunos aislamientos sometidos a la primera purificación. B. Algunos 
cultivos monospóricos de los potenciales ACB. Nótese la reducida cantidad de UFC por 
plato y la uniformidad y pureza de las colonias. 
B 
A 
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Se logró la conservación de todos los aislamientos, tanto en aceite mineral como 
liofilizados (Figura 14). Esto sirvió como respaldo para las etapas que proseguían, 
ya que garantizó la uniformidad del material biológico utilizado en la investigación. 
Al reactivar las cepas de los ACB, el 100 % de las conservadas en  aceite mineral 
y el 80 % de las liofilizadas lograron crecer en medio PDA y alcanzaron un 
desarrollo micelial adecuado  
 
 
 
 
 
 
Figura 14.  (A) Algunos aislamientos conservados en aceite mineral y listos para almacenar. (B) 
Algunos aislamientos liofilizados y listos para ser conservados. (C) Desecador cubierto 
con papel aluminio para mantener los cultivos liofilizados en la oscuridad. 
 
5.4. IV Etapa. Producción de metabolitos secundarios de los potenciales 
ACB   
El medio líquido de YEGK permitió un buen desarrollo de los aislamientos. La 
mayoría de los aislamientos produjo abúndate micelio y en algunos casos 
liberaron pigmentos que variaron la tonalidad del medio, de un amarillo suave a un 
amarillo más fuerte y hasta tonos cafés. Estas variaciones en tonalidad del medio 
evidencian la posible producción de algún metabolito secundario por parte del 
aislamiento.  También se observó que algunos de los aislamientos degradaron por 
completo la quitina coloidal adicionada al medio (Figura 15). 
C B 
A 
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Figura 15. Crecimiento de los potenciales agentes de combate biológico en medio líquido de 
YEGK después de 14 días de cultivo. El vial del centro no fue inoculado. Nótese la 
producción de un pigmento amarillo en el vial de la izquierda y el crecimiento de 
abundante micelio y degradación de la quitina en el de la derecha.  
 
5.5. V Etapa. Evaluación  in vitro de la actividad fungicida de los metabolitos 
secundarios 
El análisis de varianza para cada categoría de germinación de las esporas y para 
la suma  de las esporas no germinadas y cortas o distorsionadas (esta última 
categoría se utilizó como base para comparar el efecto de los metabolitos 
secundarios sobre de M. fijiensis) evidenció un efecto del tratamiento (P< 0,0001), 
del método de extracción (P≤ 0,0078) y la interacción de estos dos (P< 0,0001) 
(Anexo 3).  
En el Cuadro 3 se puede observar el total de aislamientos evaluados in vitro por 
finca y la cantidad de estos que mostraron un efecto inhibitorio destacado  
(esporas no germinadas + esporas con tubos cortos ≥ 50 %) y la menor cantidad 
de esporas con germinación normal y con tubos ramificados. En el Cuadro 4 se 
muestra el ordenamiento de los 25 aislamientos que produjeron los metabolitos 
más activos contra M. fijiensis.  
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Cuadro 3. Tratamientos  evaluados por finca y la cantidad de aislamientos que mostraron un 
efecto inhibitorio destacado. 
Finca Número de tratamientos 1 
probados 
in vitro según fincas donde 
se realizaron las colectas 
de material 
Número de tratamientos que mostraron 
efecto inhibitorio destacado (esporas no 
germinadas + esporas con tubos cortos 
≥ 50 %) sobre la germinación de 
ascosporas de M. fijiensis 
La Rita  59 15 
San Pablo 40 1 
Hacienda Rio Palacios 34 1 
28 Millas 23 1 
Valle de la estrella 32 3 
Talamanca 51 1 
San Carlos 63 5 
La Victoria 24 6 
Total 326 33 
1/ El total de tratamientos fue el doble de los aislamientos debido a que los metabolitos se 
extrajeron por dos formas (calor-presión y filtrado al vacio). 
  
 
Basados en la frecuencia, se destacaron metabolitos de aislamientos de fincas 
como La Victoria (finca comercial), San Carlos (huertos mixtos), La Rita 
(plantación no tratada con fungicidas) y Valle de la Estrella (plantación comercial). 
Sin embargo, el mayor efecto inhibitorio (mayor porcentaje de esporas no 
germinadas y cortas), se observó en los aislamientos obtenidos de los huertos 
mixtos de San Carlos  También se destacaron aislamientos del Valle de la Estrella, 
28 Millas y La Rita (los dos últimos no tratadas con fungicidas) y de Talamanca 
(fincas orgánicas) (Cuadro 4).  
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Cuadro 4. Ordenamiento de los aislamientos con metabolitos más activos según el método de 
extracción de los mismos. Como referencia se utilizó la sumatoria del porcentaje de ascosporas no 
germinadas y con tubos cortos y distorsionados (NG + CyD). 
Ranking Código del 
metabolito 
Procedencia (Finca) % de ascosporas según categoría de germinación 
NG+CyD* NG* GN* CyD* R* 
1 SCQ-07F San Carlos 100,0 a 75,2 0,0 24,8 0,0 
2 SC-03F San Carlos 100,0 a 46,4 0,0 53,6 0,0 
3 SC-19F San Carlos 100,0 a 21,2 0,0 78,8 0,0 
4 VE-05F Valle de la Estrella 100,0 a 6,8 0,0 93,2 0,0 
5 VMQ-02F 28 Millas 100,0 a 0,0 0,0 100,0 0,0 
6 LR-12F La Rita 100,0 a 0,0 0,0 100,0 0,0 
7 T-06F Talamanca 100,0 a 0,0 0,0 100,0 0,0 
8 SCQ-03F San Carlos 98,0 ab 78,4 2,0 19,6 0,0 
9 LVQ-02F La Victoria 98,0 ab 0,0 2,0 98,0 0,0 
10 LVQ-01F La Victoria 90,0 abc 19,2 10,0 70,8 0,0 
11 LV-06F La Victoria 88,4 abc 8,0 11,6 80,4 0,0 
12 LRQ-04F La Rita 88,4 abc 0,0 11,6 88,4 0,0 
13 VEQ-04 A Valle de la Estrella 82,8 abcd 0,0 4,4 82,8 12,8 
14 LRQ-01 A La Rita 82,8 abcd 0,0 17,2 82,8 0,0 
15 LVQ-03 A La Victoria 82,4 abcde 0,0 17,6 82,4 0,0 
16 SPQ-07F San Pablo 80,0 abcdef 0,0 20,0 80,0 0,0 
17 LRQ-13 A La Rita 79,2 abcdef 6,4 19,6 72,8 1,6 
18 LRQ-15F La Rita 79,2 abcdef 0,0 20,8 79,2 0,0 
19 LRQ-02 A La Rita 77,6 abcdef 0,0 22,4 77,6 0,0 
20 LV-06A La Victoria 76,8 abcdef 0,0 23,2 76,8 0,0 
21 VE-02F Valle de la Estrella 74,8 bcdef 0,8 23,2 74,0 2,0 
22 HRP-01F Hda. Río Palacios 74,0 bcdef 0,0 26,0 74,0 0,0 
23 LVQ-01A La Victoria 70,4 cdefgh 1,2 29,6 69,2 0,0 
24 LRQ-17F La Rita 68,8 cdefgh 0,0 31,2 68,8 0,0 
25 LR-15F La Rita 66,8 cdefgh 0,0 33,2 66,8 0,0 
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*NG+CyD: Sumatoria de esporas no germinadas y esporas con tubos cortos y distorsionados; NG: 
Esporas no germinadas; GN: Esporas con germinación normal; CyD: esporas con tubos cortos y/o 
distorsionados; R: esporas con tubos ramificados.  
5.5.1. Comparación de la eficiencia de las dos técnicas de separación de 
metabolitos secundarios (calor/presión vs filtrado al vacio)  
La extracción por autoclavado (calor y presión) redujo la eficacia biológica in vitro 
de los metabolitos, lo cual se reflejo en un menor (P< 0,0001) porcentaje de 
esporas no germinadas (NG) y un mayor (P = 0,0093) porcentaje de esporas con 
germinación normal (GN) (Cuadro 5 y Figura 16). Este mismo efecto es notorio en 
el ordenamiento de los metabolitos (Cuadro 4), en el  mismo se puede apreciar 
que de los 25 metabolitos más activos, los 12 primeros fueron extraídos por 
filtración y del total, el 72 % (18 metabolitos) fueron extraídos por dicha técnica. 
Basados en los 10 metabolitos más activos in vitro por el método de filtrado, al 
autoclavarlos la efectividad de los mismos se redujo entre 21,8 - 100 %  (promedio 
87,9 %) (Cuadro 6). 
 
Cuadro 5. Comparación de la eficiencia de las dos técnicas de separación de metabolitos 
secundarios (calor/presión vs filtrado al vacío) 
Variable Media Probabilidad  Error estándar 
Autoclavado Filtrado 
NG 0,12 1,96 <0,0001 0,2095 
GN 69,51 67,23 0,0093 1,37 
CyD 7,63 11,99 <0,0001 0,85 
R 22,72 18,68 0,0003 1,23 
NG+CyD 0,12 1,96 <0,0001 0,205 
NG: Esporas no germinadas, GN: Esporas con germinación normal, CyD: esporas con tubos cortos 
y/o distorsionadas, R: esporas con tubos ramificados. 
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N.G: Esporas no germinadas, G.N: Esporas con germinación normal, E.C: Esporas con tubos 
cortos, E. R/D: Esporas con tubos múltiples, ramificadas o distorsionados. 
 
Figura 16. Comparación de la eficiencia, en términos del efecto sobre la germinación de 
ascosporas, de las dos técnicas de separación de metabolitos secundarios utilizadas en 
el estudio. 
 
P< 0,0001 
P< 0,0001 
P= 0,0093 
P= 0,0003 
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Cuadro 6. Comparación del efecto del método de extracción sobre la eficacia in vitro de 10 
metabolitos. Se utilizó como referencia la sumatoria del porcentaje de esporas no germinadas y 
esporas con tubos cortos y/o distorsionados. 
Tratamiento % de ascosporas NG+CyD1 Perdida de efectividad (%) por 
el autoclavado 
Filtrado Autoclavado 
SC-03 100,0 0 100 
LR-12 100,0 47,2 62,8 
VE-05 100,0 0 100 
SC-19 100,0 0 100 
T-06 100,0 0 100 
VMQ-02 100,0 0 100 
SCQ-07 100,0 0 100 
LVQ-02 98,0 0 100 
LVQ-01 90,0 70,4 21,8 
LVQ-04 88,4 0 100 
Promedio 97,6 11,8 % 87,9 
1/ NG + CyD= Sumatoria del porcentaje de ascosporas no germinadas y con tubos cortos y/o distorsionados. 
 
5.6. VI Etapa. Evaluación en condiciones de invernadero de la eficacia 
biológica sobre la Sigatoka negra de los metabolitos secundarios que 
mostraron mayor actividad in vitro 
En la evaluación realizada a los 50 días después de la inoculación del patógeno, 
se determinó un efecto sobre la severidad de la Sigatoka negra del tratamiento 
(P= 0,0025) y del tiempo después de la inoculación (P< 0,0001) en que estos 
fueron aplicados, sin interacción entre ambos (P= 0,2058). En el Cuadro 7 se 
muestran las medias de la severidad de la Sigatoka negra en los tratamientos 
evaluados, tanto en la aplicación realizada a  las 24 como a las 96 horas después 
de la inoculación. Cuando los metabolitos se aplicaron 24 horas después de la 
inoculación ejercieron control de la enfermedad y fueron diferentes (P≤ 0,0215) al 
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testigo absoluto. Entre metabolitos no se observaron diferencias (P≥ 0,5188), sin 
embargo, tres de estos (SC-19, SCQ-07 y T-06) no mostraron diferencias con el 
clorotalonil (P≥ 0,0700) mientras los restantes 4 fueron ligeramente inferiores (P≤ 
0,0368). 
En la aplicación realizada 96 horas después de la inoculación solo en clorotalonil 
ejerció control de la enfermedad y fue diferente del testigo absoluto (P= 0,0350) y 
de los metabolitos (P≤ 0,0275). Entre los metabolitos y el testigo absoluto no se 
encontraron diferencias (P ≥ 0,2087).  
Los aislamientos de los hongos productores de los metabolitos SC-19 y VE-05 
fueron identificados mediante técnicas moleculares como Paecelomyces lilacinus 
(100 % de homología) y Penicillium sp. (99 % de homología), respectivamente. 
Los restantes aislamientos se identificaron morfológicamente como: LR-12 
(Penicillium sp.),  SCQ-07 (Fusarium sp.), T-06 (probable Chalara sp.) y VMQ-02 
(Fusarium sp.). El aislamiento SC-03 no fue identificado debido a que no produjo 
estructuras reproductivas en cultivo. 
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Cuadro 7. Medias de severidad (% de necrosis) de la Sigatoka negra en los tratamientos, 
aplicados  24 y 96 horas  después de la inoculación del patógeno en condiciones de invernadero. 
Evaluación realizada 50 días después de la inoculación.  
Tratamiento1 Severidad2/Momento de 
aplicación3 
 
24 Horas 96 Horas 
LR-12F 4,0 24,6 
SC-03F 5,6 27,6 
SC-19F 2,8 22,4 
SCQ-07F 2,8 24,0 
T-06F 3,4 15,6 
VE-05F 5,0 23,6 
VMQ-02F 4,4 31,4 
TC (clorotalonil) 0,0 0,0 
TA (Testigo absoluto) 19,4 17,4 
Contrates    
Metabolitos vs TA ≤0,0215 ≥0,2087 
TC  vs TA < 0,0001 0,0350 
TC vs Metabolitos (SC-19, SCQ-07, T-06) ≥0,0700 ≤0,0275 
TC vs Metabolitos (LR-12, SC-03, VE-05, VMQ-
02) 
≤0,0368 ≤0,0052 
Entre Metabolitos ≥0,5188 ≥0,2489 
 
1/ Los siete primeros tratamientos corresponden a metabolitos secundarios (obtenidos por 
filtración) de hongos aislados directamente de lesiones de Sigatoka negra de hojas de banano 
(Musa AAA). 2/ Para efectos de análisis estadísticos los valores de severidad fueron transformados 
por raíz cuadrada del valor + 1. 3/ Corresponde al tiempo después de la inoculación del patógeno.  
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Figura 17. Identificación morfológica de los hongos más promisorios que fueron llevados a pruebas 
de invernadero. 
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6. DISCUSIÓN 
Se logró  establecer un medio semiselectivo (rico en quitina y pobre en nutrientes)  
y una metodología que permitió el aislamiento y la selección de potenciales ACB 
directamente de hojas de banano con lesiones de Sigatoka negra. Con el medio 
utilizado los hogos crecieron paulatinamente y tardaron más tiempo en coalescer 
entre sí, lo que facilitó discriminar, aquellos que mostraban alguna característica 
de interés, como la habilidad para degradar la quitina.  
El medio desarrollado en esta investigación se podría modificar con la adición de 
otros componentes, como celulosa y glucano, en función del interés particular por 
el tipo de organismo que se desee seleccionar, contrario a lo que ocurre con 
medios más generales. En otros estudios se han utilizado medios generales, por 
ejemplo, Jiménez y Galindo (1987) utilizaron el medio triptona-destroxa-agar para 
aislar microorganismos de hojas de plantas de banano en abandono con síntomas 
incipientes de Sigatoka negra, Kanapathipillai et al. (2000) utilizaron el medio PDA 
para aislar hongos de hojas de banano en tres estados de crecimiento, en 
Tailandia Photita et al. (2001) aislaron hongos endofíticos de bananos silvestres 
(Musa acuminata) y utilizaron el medio extracto de malta agar con un 2 % de 
estreptomicina para inhibir las bacterias y en Colombia Galvis (2004) utilizó agar 
nutritivo para aislar microorganismos de la filosfera de musáceas.  
La utilización de medios más específicos y selectivos no ha sido frecuente. 
González (1995) utilizó medio agar + quitina coloidal y agar nutriente + quitina 
coloidal (0,2 % p/v) para aislar microorganismos quitinolíticos de follaje de banano. 
Este registró una reacción positiva de metabolización de la quitina en  aquellos 
microorganismos cuyo borde de la colonia fue transparente. Esta reacción 
coincide con la que se observó en la presente investigación. 
Del total de hongos aislados, cerca del 40 % mostró propiedades quitinolíticas. 
Sastoque et al. (2007) comentan que las quitinasas producidas por los  
microorganismos rompen los enlaces glucosídicos del polímero, para obtener 
monómeros y  así liberar el carbono y el nitrógeno de la molécula, los que utilizan 
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como fuente de energía. La presencia de este tipo de hongos sobre las lesiones 
de Sigatoka negra podría deberse a que estaban aprovechando la quitina presente 
en los pseuditecios del patógeno. 
Se conoce que los primeros microorganismos en colonizar el filoplano son las 
bacterias, seguidas de las levaduras. Es en la madurez de la hoja cuando los 
hongos empiezan a colonizar el filoplano, el que llegan a dominar por completo 
cuando la hoja llega a la senescencia (Blakeman 1985). Jiménez et al. (1985) 
demostraron que la hoja de banano está colonizada por una variedad de 
microorganismos. En estudios realizados en Malasia por Kanapathipillai et al. 
(2000), se estimaron las poblaciones de hongos en hojas de banano en tres 
estados de crecimiento (hoja enrollada, hoja verde abierta y hoja senescente) y 
encontraron el mayor porcentaje de estos en hojas senescentes. Lo anterior 
confirma que la metodología seguida en esta investigación fue adecuada, ya que 
el objetivo de la misma fue seleccionar hongos antagonistas a M. fijiensis.  
Hasta nuestro conocimiento esta investigación constituye el primer estudio en el 
que se aíslan, evalúan y seleccionan hongos antagonistas a M. fijiensis 
directamente de hojas de banano con lesiones de la enfermedad. Otros estudios 
se han orientado únicamente a la identificación de la diversidad de hongos 
existentes en el filoplano de las musáceas (Urdaneta et al. 2002, Kanapathipillai et 
al. 2000) y al aislamiento de bacterias antagonistas (Jiménez et al. 1985, González 
1995, Galvis 2004). 
En todas las fincas evaluadas (con uso y sin uso de fungicidas) fue posible aislar 
hongos con potencial como ACB de la Sigatoka negra, directamente de hojas de 
banano. No obstante, la tendencia fue a una mayor frecuencia de antagonistas  en 
las fincas orgánicas y huertos mixtos donde no se realizan aplicaciones de 
fungicidas químicos. Lo anterior evidencia, de algún modo, que estas aplicaciones 
afectan las poblaciones de hongos antagonistas que compiten con el patógeno en 
condiciones naturales. Hislop (1976), considera que las aplicaciones de químicos 
en el filoplano podrían reducir las poblaciones de microorganismos en general. 
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González (1995), en investigaciones realizadas en plantaciones comerciales de 
banano, encontró que las poblaciones de microorganismos epífitos eran bajas.  
En investigaciones con microorganismos, que se hayan aislado en un lugar y 
momento específico, la conservación segura es un factor clave, ya que se debe 
asegurar la viabilidad, pureza y estabilidad genética del material biológico. Las dos 
metodologías de conservación utilizadas en esta investigación  brindaron 
resultados satisfactorios, ya que al reactivar los aislamientos estos lograron crecer 
y mantuvieron sus características fenotípicas originales. Ambas técnicas se 
pueden considerar confiables, sin embargo, la  conservación en aceite mineral 
tiene la ventaja de que es de bajo costo, puede mantener la viabilidad de los 
cultivos de 2 hasta 40 años, requiere de poca inversión de energía y no requiere 
equipo especializado (Smith y Onions 1994).  
Se logró aislar de hojas de banano con lesiones de Sigatoka negra hongos que 
producen metabolitos secundarios con actividad in vitro e in vivo contra M. fijiensis. 
La capacidad de los hongos antagonistas de producir metabolitos secundarios 
(antibióticos, enzimas hidrolíticas) con actividad biológica contra otros 
microorganismos es bien conocida (Reilly et al. 1945, Grossbard 1952, Demain 
1986, Fravel 1988), no obstante, esta condición ha sido poco explotada como 
alternativa para el combate biológico de enfermedades de plantas. Fravel (1988) y 
Haggag y Mohamet (2007) comentan que la actividad antagonista de los hongos 
muy a menudo está asociada a la producción de metabolitos secundarios, 
principalmente antibióticos como enzimas líticas, compuestos volátiles, 
sideróforos, sustancias toxicas, compuestos antifúngicos, entre otros. 
La producción de metabolitos secundarios está muy relacionada con las 
características y composición del medio de cultivo. Según Demain (1986), en los 
medios de cultivo nutricionalmente ricos se producen una alta cantidad de 
metabolitos secundarios, pero esto se obtiene solamente cuando la mayoría del 
crecimiento celular se ha alcanzado. Además, el mismo autor considera que otros 
factores, como la composición del medio y el tiempo de cultivo, son aspectos 
relevantes a la hora de buscar producción metabolitos secundarios por los hongos. 
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En la presente investigación para la producción de metabolitos secundarios solo 
se estudió un medio específico, en un tiempo y condiciones de cultivo definidas y 
se observaron resultados promisorios. No obstante, existen amplias posibilidades 
de mejorar los resultados obtenidos mediante modificaciones en el medio o en las 
condiciones de cultivo o en ambos y esto podría ser abordado en investigaciones 
futuras con la misma colección de microorganismos.   
El método de extracción afectó la actividad in vitro de los metabolitos. En términos 
generales los que fueron obtenidos por medio de autoclavado se mostraron menos 
activos que los obtenidos por filtración. Lo anterior evidencia la posible presencia 
de enzimas en los metabolitos, ya que estos son muy sensibles a la degradación a 
altas temperaturas. Resultados similares obtuvieron Lewis y Papavizas (1987) 
quienes al autoclavar extractos acuosos de Trichoderma spp. y Gliocladium virens 
observaron 75-80 % de reducción en la efectividad contra R. solani. Los autores 
atribuyeron el efecto a la presencia de enzimas con efecto antibiótico que se 
degradaron durante el proceso. Existen también ejemplos en los que el 
autoclavado no afectó la eficacia de los metabolitos; Fravel (1988) comenta que 
tanto metabolitos filtrados como autoclavados  de Bacillus subtilis han sido 
efectivos en el combate de patógenos. El autor también menciona que algunos de 
los compuestos que contenían estos cultivos eran termoestables, probablemente 
por esto no se perdieron en el proceso de autoclavado. 
En las pruebas in vitro, de los 10 aislamientos más promisorios, 7 proveían de 
fincas donde no se realizan aplicaciones de fungicidas químicos, esto puede 
atribuirse a que en estas plantaciones la presión de selección está orientada a 
microorganismos con mayor habilidad para competir por nutrientes y espacio, 
procesos en los cuales la antibiosis puede desempeñar un rol fundamental. Por el 
contrario, en las plantaciones donde frecuentemente se realizan aplicaciones  de 
químicos esta selección está dirigida a microorganismos capaces de resistir los 
mismos.  
La correlación entre la actividad biológica de metabolitos secundarios in vitro e in 
vivo ha sido controversial. Existen informes de resultados positivos de esta 
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correlación y por otro lado estudios que muestran carencia de correlación entre la 
actividad in vitro y la eficiencia in vivo o en campo. Fravel (1988), menciona varios 
estudios donde se ha encontrado una falta de correlación entre la antibiosis in vitro 
y la protección contra infecciones en campo. Sin embargo, también presenta una 
serie de estudios con una correlación alta, donde  los antibióticos estudiados 
muestran una buena actividad in vitro y también in vivo. En el presente estudio se 
encontró una alta correlación entre la actividad biológica in vitro de los metabolitos 
secundarios de los hongos aislados contra las ascosporas de M. fijiensis y el 
efecto de estos sobre la severidad de la enfermedad en condiciones de 
invernadero. Lo anterior demuestra  que el criterio utilizado para la selección in 
vitro de los metabolitos secundarios que se evaluaron en invernadero fue 
adecuado.  
De los géneros de hongos identificados en esta investigación no han sido 
frecuentemente informados como agentes de combate biológico de enfermedades 
foliares en plantas. Paecilomyces sp. por ejemplo, es conocido ACB de nematodos 
en diversos cultivos (Westenfeld et al. 1996, Kiewnick y Sikora 2006, Khan et al. 
2006, Mendoza et al. 2007),  Penicillium sp. además, de ser reconocido por su 
capacidad de producir antibióticos, muchos para uso humano y animal, existen 
varios informes de este como agente de combate biológico (Jackson et al. 1996, 
Sabuquillo et al. 2006, Ma et al. 2007, Guijarro et al. 2007, De Cal et al. 2009). 
Fusarium sp. por su parte se ha encontrado como endofítico en raíces y cormos 
de banano y en otros cultivos y se le atribuyen propiedades de antagonista a 
nematodos (Pocasangre et al. 2000, Athman et al. 2007, Sikora et al. 2008, Felde 
et al. 2009) y Chalara sp.  se informa como parásito y saprófito (Barnett y Hunter 
1998) y hay pocos informes de su uso como agente de control biológico (Losgen 
et al. 2008). 
Se demostró que en las plantaciones de banano existen hongos con potencial 
para ser utilizados como agentes de combate biológico de la Sigatoka negra. La 
búsqueda más continua y exhaustiva, así como la exploración de diferentes nichos 
ecológicos donde coexistan el cultivo y el patógeno podría deparar aún mejores 
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resultados. La metodología desarrollada en esta investigación permitirá el 
desarrollo de este tipo de estudios.  
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7. CONCLUSIONES 
De acuerdo con los resultados obtenidos en la investigación se derivan las 
siguientes conclusiones: 
1. Se desarrolló una metodología adecuada para el aislamiento y selección de 
hongos antagonistas a M. fijiensis, agente causal de la Sigatoka negra, en 
plantaciones de banano.  
 
2. Con la metodología desarrollada se demuestra que en las plantaciones de 
banano existen hongos antagonistas con potencial para el combate 
biológico de la Sigatoka negra. 
 
3. Algunos de los hongos aislados mostraron capacidad para producir enzimas 
quitinolíticas, lo cual aumenta sus posibilidades de actuar como antagonista 
de M. fijiensis.  
 
4. El manejo de las fincas o plantaciones influye en la presencia de 
antagonistas al patógeno y en la capacidad de los mismos de producir 
metabolitos secundarios con mayor actividad biológica contra M. fijiensis. 
 
5. La mejor forma de separar los metabolitos secundarios producidos por 
hongos es por medio de filtración al vacio (en frío), ya que por medio de 
autoclavado se puede perder hasta el 100 % de la actividad de los 
metabolitos.  
 
6. En las fincas orgánicas, huertos mixtos y áreas sin tratamiento de 
fungicidas existen mayores posibilidades de aislar hongos antagonistas a 
M. fijiensis.   
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7. Los metabolitos secundarios redujeron la severidad de la Sigatoka negra, 
similar al fungicida clorotalonil en condiciones de invernadero, cuando se 
aplicaron poco tiempo después de la inoculación del patógeno. 
 
8. De acuerdo con lo observado en condiciones de invernadero los 
metabolitos actuaron con un efecto protectante, principalmente, ya que no 
ejercieron control de la enfermedad al aplicarse 96 horas después de la 
inoculación del patógeno. Sin embargo, tampoco debe descartarse una 
posible degradación rápida de los mismos por la luz u otros factores, 
aspecto que debe ser mejor estudiado. 
 
9. Con la presente investigación se demuestra que en las plantaciones de 
banano existen hongos con alto potencial como agentes de combate 
biológico de la Sigatoka negra, pero se requieren más estudios en este 
campo. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
1. Realizar pruebas de medios con diferente composición, por ejemplo, 
adicionar glucano, celulosa y fuentes de energía o mezclas de estos con 
quitina, para inducir a los microorganismos a una producción de diferentes 
enzimas que podrían aumentar su actividad biológica contra M. fijiensis. 
 
2. Evaluar en invernadero otros metabolitos promisorios que no se incluyeron 
en la presente investigación. 
 
3. Llevar los metabolitos de los aislamientos promisorios a campo para evaluar 
su potencial bajo condiciones reales de cultivo.  
 
4. Evaluar el efecto de los metabolitos en mezcla con sustancias que faciliten 
su penetración en la hoja (aceites minerales o vegetales) y que los protejan 
de la degradación por luz (protectores contra rayos UV). 
 
5. Con la metodología desarrollada explorar más fincas y agroecosistemas, 
donde coexisten el cultivo y el patógeno, para aumentar las posibilidades de 
aislar y seleccionar antagonistas altamente eficaces.   
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10. ANEXOS 
Anexo 1. Metodología para obtener quitina coloidal a partir de caparazones de 
camarones (Salazar y Okumoto) 
1. Sumergir los caparazones en una solución de NaOH al 10% durante un 
periodo de 12 a 24 horas. 
2. Secar a un horno a 70 °C. 
3. Colocar 800 g  en un recipiente con 5  litros de NaOH y HCl a una 
concentración normal por periodos de cuatro horas en forma alterna. 
4. Reducir el volumen a 4 litros y continuar la limpieza de material por 24 
horas. 
5. Lavar tres veces con alcohol al 95% a intervalos de 15 minutos, agitando y 
restregando bien antes de cada cambio. 
6. Después de decantado el último volumen   de alcohol, trasladar al horno 
para el secado. 
7. Pesar 200 g de material seco, añadir 2.66 litros de HCl a una concentración 
de 36 y 38%, agitar bien cuidadosamente hasta que el material este bien 
mojado y tenga un aspecto gelatinoso de color oscuro. 
8. Agregar agua destilada hasta completar 8 litros aproximadamente, agitar 
fuertemente varias veces, y dejar en reposo durante doce horas. 
9. Si hay separación de fases, decantar el sobrenadante cuidadosamente de 
no perder el precipitado. En el caso de que esto se dificulte, se puede usar 
una cámara de vacio accionada por agua acoplada a una manguera 
provista de un tubo de vidrio o plástico con el extremo en forma de U de tal 
forma que permita la succión de liquido de arriba había abajo  para evitar el 
arrastre del precipitado. 
10. En caso que no haya separación de fases, proceder en forma similar al 
procedimiento usado para la eliminación de sobrenadante. 
11. Colocar 200 ml de suspensión en tubos de centrifugas y pesarlos para 
evitar el riesgo de pérdida del material y deterioro del equipo. 
12. Centrifugar a 2600 RPM durante 10 minutos. 
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13. Decantar el sobrenadante y agregar aproximadamente 100-150 ml de agua 
destilada según el volumen del precipitado y agitar fuertemente. 
14. Pesar otra vez y centrifugar. Esto se repite tres veces a intervalos de 5 
minutos. 
15. Recoger el material decantado en botellas para recuperar parte de la 
suspensión. 
16. Después del tercer lavado, medir el pH para corregirlo y dejarlo en valores 
mayores de 2. 
17. Suspender el precipitado de los tubos usando una mínima cantidad de agua 
destilada y licuarlo bien durante 30 segundos. 
18. Colocar la suspensión en frascos y guardarlos bajo refrigeración a 4 °C. 
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Anexo 2. Protocolo de extracción de ADN utilizado en el Laboratorio  de 
Biología Molecular de CORBANA S.A. 
1. Colocar 500 µl en un tubo para microcentrífuga de 1,5 ml y agregar 500 µl 
de buffer de extracción.  
2. Macerar por 3 minutos a una frecuencia de 25 l/s, con 2 balines, luego 
agitar en vortex. 
3. Adicionar 2 µl de mercaptoetanol mas 200 µl SDS 20%, agitar en vortex. 
4. Digerir en baño maría a 65°C, por 2 horas, sacar a la hora y macerar 
nuevamente por 3 minutos. 
5. Agregar 500 µl de FCI (Fenol/Cloroformo/Isoamil-Alcohol), (25:24:1), agitar 
en vortex. 
6. Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos, recuperar el sobrenadante en un 
tubo limpio. 
7. Agregar una pizca de carbón activado, agitar en vortex. 
8. Centrifugar a 6000 rpm por 5 minutos, recuperar el sobrenadante en un 
tubo limpio. Agregar un volumen igual de Isopropanol, dejar precipitar a 4°C 
toda la noche. 
9. Centrifugar a 13500 rpm por 10 minutos, eliminar el isopropanol invirtiendo 
el tubo, dejar secar por un minuto en una toalla. Agregar alcohol 70%. 
10. Repetir paso 10. 
11. Resuspender ADN en 100 µl de T.E 10%, guardar a -20°C. 
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Anexo 3. Análisis de varianza  para la evaluación de la actividad in vitro de los 
diferentes metabolitos de los aislamientos seleccionados. 
Fuente de variación GL CM Valor de F P > F 
Esporas No germinadas (NG) 
Tratamiento 146 3,32 18,56 <0,0001 
Bloque 4 0,25 1,44 0,2193 
Extracción 1 22,10 123,31 <0,0001 
Trat x Extrac 146 3,19 17,80 <0,0001 
Esporas con germinación normal (GN) 
Tratamiento 146 49,29 11,27 <0,0001 
Bloque 4 8,49 1,94 0,1012 
Extracción 1 31,04 7,10 0,0078 
Trat x Extrac 146 47,58 10,88 <0,0001 
Esporas con tubos cortos o distorsionados (C y D) 
Tratamiento 146 49,11 38,69 <0,0001 
Bloque 4 1,80 1,48 0,2055 
Extracción 1 128,10 100,91 <0,0001 
Trat x Extrac 146 23,12 18,22 <0,0001 
Esporas con tubos ramificados (R) 
Tratamiento 146 64,51 14,57 <0,0001 
Bloque 4 5,13 1,16 0,3270 
Extracción 1 50,78 11,47 0,0007 
Trat x Extrac 146 46,35 10,47 <0,0001 
Esporas NG + C y D 
Tratamiento 146 52,31 41,62 <0,0001 
Bloque 4 2,23 1,78 0,2055 
Extracción 1 184,07 146,47 <0,0001 
Trat x Extrac 146 26,16 20,82 <0,0001 
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Anexo 4. Ordenamiento de los 25 aislamientos que produjeron los metabolitos más 
activos in vitro (esporas no germinadas + esporas con tubos cortos ≥ 50 %) sobre la 
germinación de ascosporas de M. fijiensis.  
Tratamiento Filtrado Tratamiento Autoclavado 
SC-03 100,0 a VEQ-04 82,8 a 
LR-12 100,0 a  LRQ-01 82,8 a 
VE-05 100,0 a LVQ-03 82,4 a 
SC-19 100,0 a LRQ-13 79,2 a 
T-06 100,0a LRQ-02 77,6 ab 
VMQ-02 100,0 a LV-06 76,8 ab 
SCQ-07 100,0 a LVQ-01 70,4 abc 
LVQ-02 98,0 a LR-11 66,4 bc 
SCQ-03 98,0 a LR-10 62,0 cd 
LVQ-01 90,0 ab LRQ-03 60,4 cd 
LRQ-04 88,4 ab LRQ-07 60,0 cd 
LV-06 88,4 ab LR-03 53,0 de 
SPQ-07 80,0 bc LR-12 47,6 ef 
LRQ-15 79,2 bc VEQ-11 43,2 efg 
VE-02 74,0 bcd LR-01 38,0 fgh 
HRP-01 74,0 bcd LRQ-04 36,0 fgh 
LRQ-17 68,8 cd LR-16 31,6 ghi 
LR-15 66,8 cd LRQ-17 30,4 hi 
LRQ-08 62,4 de VEQ-01 20,8 ij 
SCQ-11 61,2 de LRQ-12 19,6 ijk 
LR-01 51,2 ef LRQ-08 19,2 ijk 
LRQ-02 48,0 ef LRQ-05 19,2 ijk 
LRQ-06 42,0 fg VMQ-03 16,8 jkl 
SCQ-02 38,0 gh SPQ-06 16,0 jkl 
SPQ-06 30,0 ghi LR-15 15,2 jklm 
Testigo 0,0 Testigo 0,0 
Para efectos de análisis estadístico los valores fueron transformados por raíz cuadrada del valor + 
1. 
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Anexo 5. Análisis de varianza  para la evaluación de la actividad in vivo de los 
metabolitos secundarios evaluados en invernadero. 
Fuente de 
variación  
GL CM Valor de F P> F 
Tratamiento 8 12,03 3,38 0,0025 
Bloque 4 6,62 1,86 0,1278 
Aplicación1  1 88,94 24,97 <0,0001 
Trat x Aplicación  8 5,04 1,42 0,2058 
1/ Momento de la aplicación de los tratamientos después de inoculado el patógeno ( 24 horas o 96 
horas). 
